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Résumé 
 
Les récepteurs NMDA (rNMDAs) forment une classe de récepteurs-canaux membranaires activés par 
le glutamate, le principal neurotransmetteur excitateur du système nerveux central des Vertébrés. Ces 
canaux ioniques perméables au calcium sont nécessaires à l'initiation de diverses formes de plasticité 
synaptique et sont impliqués dans diverses pathologies dont les attaques cérébrales, les douleurs 
chroniques et la schizophrénie. Les rNMDAs s'assemblent obligatoirement en hétérotétramères, 
associant généralement deux sous-unités GluN1 et deux sous-unités GluN2, dont il existe quatre sous-
types (A à D). Cette diversité moléculaire se répercute au niveau fonctionnel, chaque sous-type de 
récepteurs GluN1/GluN2 ayant des propriétés biophysiques (activation, perméation) et de signalisation 
qui lui sont propres. S’il est bien établi que le complexe récepteur tétramérique opère en dimère-de-
dimères, l’ordre et la disposition des quatre sous-unités autour du pore central faisaient encore débat. 
Pourtant, déterminer précisément l’arrangement spatial des sous-unités dans un récepteur oligomérique 
est essentiel pour comprendre les mécanismes qui régissent son fonctionnement et notamment le rôle 
joué par les interfaces entre domaines et entre sous-unités. Cette description est d'autant plus critique 
dans le cas d'un rNMDA, qu'il s'agit d'un complexe hétéromérique massif (~580 kDa), dont chaque 
sous-unité est constituée de quatre domaines distincts semi-autonomes : le domaine N-terminal 
(NTD), le domaine de liaison des agonistes (ABD), le domaine transmembranaire (TMD) et le 
domaine C-terminal (CTD) cytoplasmique.  
En combinant les techniques de modélisation moléculaire, de mutagenèse dirigée, de 
biochimie sur cystéines et d'électrophysiologie, nous avons tout d’abord montré que les sous-unités 
s’arrangeaient dans un rNMDA tétramérique selon un ordre alterné (type 1/2/1/2), avec les sous-unités 
identiques diamétralement opposées. Notre étude a aussi révélé l’existence d’une nouvelle interface 
inter-dimère, qui met en jeu des interactions entre les domaines ABDs des sous-unités GluN1. En 
marge des méthodes classiques utilisées au laboratoire, nous avons également montré qu'il était 
possible d'implémenter dans les ovocytes de Xénope, véhicule classique d’expression des récepteurs-
canaux, une technique innovante consistant à incorporer un acide-aminé non-naturel photo-réactif dans 
un rNMDA. Cette approche, basée sur l'expansion du code génétique, nous a permis de créer les 
premiers rNMDAs directement sensibles à la lumière. Introduits à différentes interfaces entre sous-
unités d'un récepteur GluN1/GluN2, ces acides-aminés non-naturels (UAAs), capables de photo-
pontage, ont permis de révéler le rôle joué par deux interfaces entre sous-unités GluN1 et GluN2, et 
plus précisément : (1) par l'interface entre les lobes supérieurs des NTDs, dans le contrôle "sous-unité 
spécifique" de l'activité ; et (2) par l'interface entre les lobes inférieurs des ABDs, dans l'inhibition 
allostérique des récepteurs par le zinc extracellulaire.  
Ces travaux apportent de nouvelles informations sur l’architecture moléculaire des rNMDAs et 
révèlent l'importance des réarrangements structuraux aux interfaces entre sous-unités voisines dans les 
différentes fonctions du récepteur. Ces données pourraient permettre, à terme, de développer de 
nouveaux composés thérapeutiques ciblant ces interfaces. Enfin, l'introduction de nouvelles fonctions 
chimiques par incorporation d’acides aminés non-naturels génétiquement encodés laisse entrevoir de 
nouvelles et nombreuses applications tant dans les études de structure-fonction des protéines 
membranaires que dans les approches d’optogénétique visant à contrôler par la lumière l’activité d’un 
récepteur neuronal spécifique dans son environnement natif. 
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Summary 
 
NMDA receptors (NMDARs) are a major class of excitatory neurotransmitter receptors in the 
central nervous system of the Vertebrate. They form glutamate-gated ion channels that are 
highly permeable to calcium and essential mediator of synaptic plasticity. NMDAR 
dysfunction in involved in multiple brain disorders, including strokes, chronic pain and 
schizophrenia. NMDARs are obligatory heterotetramers composed of homologous but distinct 
subunits, usually two GluN1 and two GluN2 (A-D) subunits. This molecular diversity impacts 
on functions since each GluN1/GluN2 receptor subtype displays proper biophysical properties 
(activation, deactivation). Whereas it's well established that a tetrameric NMDAR operates as 
a dimer of dimers, subunit arrangement around the central pore is still debated. This issue is 
fundamental for the understanding of the mechanisms which govern NMDAR functions and 
the role of the interfaces between domains and between subunits. This pending question is 
even more important for the NMDAR, a massive heterotetrameric complex of which each 
subunit is built with four distinct semi-autonomous domains : the N-terminal domain (NTD), 
the agonist-binding domain (ABD), the transmembrane domain (TMD) and the C-terminal 
domain (CTD) . 
 By combining computational modeling, site-directed mutagenesis, electrophysiology, 
and cysteine cross-linking, we first showed that, in a full-length heterotetrameric NMDAR the 
subunit arrangement was alternated (1/2/1/2), with identical subunits facing each other. We 
also identified a new interdimer interface which involves interactions between the two GluN1 
ABDs. In addition to classical methods, we used a new technique for which we demonstrated 
the feasibility in Xenopus oocytes (classical system for the expression of LGICs) and which 
consists in incorporating photoreactive unnatural amino-acids in NMDARs. By expanding 
genetic code in oocytes, we manage to create photosensitive NMDARs. Indeed, by 
incorporating a UAA at different positions in NMDAR subunits, we studied the 
photocrosslinking of this UAA to probe new interfaces between GluN1  and GluN2 and more 
precisely : (1) the role of the "upper lobe-upper lobe" interface between  GluN1 and GluN2A-
B NTDs in the subunit-specific channel activity ; and (2) the role of the lower lobe-lower lobe 
interface between GluN1 and GluN2A ABDs in the allosteric inhibition by extracellular zinc. 
 Our studies provide new information about molecular architecture of NMDARs and 
demonstrate the importance of some structural rearrangements between subunit interfaces for 
the receptor functions. These data could help to develop new therapeutic agents targeting 
these interfaces. Finally, introducing genetically encoded UAAs with new chemical functions 
in NMDAR subunits is really promising for studying the relations between structure and 
function in membrane proteins or for controlling the receptor activity by light, in a native 
environment. 
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Avant-Propos 
 
 
Cette thèse a été effectuée  à l'Institut de Biologie de l'Ecole Normale Supérieure (IBENS) 
sous la direction de Pierre Paoletti. 
 
 Le manuscrit se divise en deux chapitres principaux. Le premier est une introduction 
générale sur les récepteurs-canaux (ou récepteurs ionotropiques, LGICs), avec un intérêt tout 
particulier porté sur les récepteurs-canaux (ou ionotropiquess) du glutamate (iGluRs). J'y 
détaille la diversité des sous-unités et des sous-types d'iGluRs, ainsi que les propriétés 
biophysiques et pharmacologiques des récepteur. L'accent a été porté sur l'organisation 
structurale de ces complexes tétramériques, décrite à partir de la structure cristallographique 
d'un récepteur AMPA entier récemment publiée. Dans un paragraphe distinct, je présente 
l'état de  nos connaissances sur les mécanismes d'assemblage des récepteurs-canaux, et plus 
précisément les récepteurs-canaux du glutamate, en distinguant récepteurs homomériques et 
récepteurs hétéromériques. Enfin, dans une dernière partie, je présente une technique 
innovante que nous utilisons depuis trois ans au laboratoire : il s'agit de la mutagenèse 
d'acides-aminés non-naturels (UAAs). L'incorporation de ces UAAs dans une protéine, grâce 
à la variété d'applications qu'elle propose permet notamment d'en étudier les relations 
structures-fonctions. 
 
 Le second chapitre de ce manuscrit porte sur les résultats obtenus au cours de ma 
thèse. Il comporte une première partie qui traite de l'arrangement des sous-unités au sein d'un 
récepteur NDMA entier hétérotétramérique. Ce travail a fait l'objet d'une publication en avril 
2012, dans laquelle je décris la façon dont deux sous-unités GluN1 et deux sous-unités 
GluN2A s'arrangent autour du pore du canal ionique. Une seconde partie est consacrée aux 
applications de l'expansion du code génétique dans les ovocytes de Xénope, dont Shixin Ye et 
moi-même (second auteur) avons montré la faisabilité. Dans un premier temps, en incorporant 
un UAA photo-réactif à l'interface de dimérisation des NTDs, nous sommes parvenus à créer 
des récepteurs NMDA photo-sensibles, et mettre ainsi en évidence l'importance du dimère de 
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NTDs dans la spécification des fonctions d'un rNMDA en fonction des sous-unités qui le 
compose. Ce travail a fait l'objet d'un article que nous avons récemment soumis et qui est 
actuellement en révision. Dans un second temps, nous avons introduit un UAA photo-réactif à 
l'interface de dimérisation des lobes inférieurs des ABDs, dans le but d'étudier les 
changements conformationnels de cette interface et son rôle lors de l'inhibition des récepteurs 
NMDA de type GluN1/GluN2A par le zinc. Nous sommes ainsi parvenus à piéger les 
récepteurs NMDA dans un état conformationnel particulier, c'est-à-dire à rendre ces 
récepteurs photo-sensibles de façon "état-dépendant". Nous envisageons de soumettre un 
manuscrit de ces données lorsque cette étude sera terminée.   
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1. INTRODUCTION SUR LES RECEPTEURS-CANAUX  
 
Les canaux ioniques activés par des ligands ("Ligand-gated ion channels" ou LGICs) aussi 
appelés récepteurs ionotropiques ou récepteurs-canaux sont des protéines transmembranaires 
organisées autour d'un pore central qui permet un flux régulier d'ions à travers la membrane 
plasmique en réponse à la liaison d'un messager chimique (i.e. un ligand, tels que les 
neurotransmetteurs). Ils sont exprimés dans tous les types cellulaires, notamment les cellules 
nerveuses, musculaires et épithéliales. Par convention, l'appellation LGICs regroupe à la fois 
des récepteurs ionotropiques excitateurs, perméables aux cations, et des récepteurs 
ionotropiques inhibiteurs, perméables aux anions. Dans le système nerveux et aux jonctions 
neuromusculaires, les LGICs sont responsables de la transmission synaptique rapide, agissant 
à l’échelle de la milliseconde. Cette conversion rapide de l'énergie chimique en énergie 
mécanique d'activation est essentielle à la neurotransmission. Les LGICs, en tant que 
protéines membranaires et canaux ioniques, partagent un long passé avec ces derniers. Les 
canaux ioniques sont des protéines impliquées dans de multiples processus biologiques, 
notamment la communication entre les environnements intracellulaire et extracellulaire, et le 
contrôle des propriétés électriques de la cellule (potentiel de repos de la membrane plasmique 
et excitabilité). Dans ce chapitre, nous rappellerons rapidement l'historique de la recherche sur 
les canaux ioniques, puis nous présenterons brièvement les différentes classes (ou 
superfamilles) de LGICs, leur composition en sous-unités, leur architecture moléculaire et 
leurs mécanismes d'activation. 
 
 
1.1. Bref historique de la recherche sur les canaux ioniques 
 
Un canal ionique est une protéine membranaire formant une structure macromoléculaire, un 
pore aqueux, incrusté dans la bicouche lipidique. En réponse à certains signaux, les canaux 
ioniques changent de conformation, ce qui aboutit à l’ouverture d’une porte d’activation (ou 
"gate" en anglais) et au passage subséquent des ions,  cations ou anions, de part et d’autre de 
la bicouche membranaire. Ces signaux peuvent être la liaison de ligands chimiques 
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extracellulaires ou intracellulaires, un changement de potentiel transmembranaire, un 
changement de température ou une force mécanique (Fig. 1.1 ; Hille, 2001).  
 
 
 
Figure 1.1. Les canaux ioniques : des protéines membranaires activées par divers signaux, 
physiques (variation de potentiel membranaire (vert), changement de température, force mécanique 
(rouge)) ou chimique (ligand extracellulaire (bleu-électrique) ou intracellulaire (bleu-paon)). 
 
 
 L’importance des ions dans l'excitabilité nerveuse et musculaire est reconnue depuis 
longtemps. Au début des années 1880, le clinicien et pharmacologiste britannique Sydney 
Ringer publia quatre papiers dans The Journal of Physiology, montrant que des organes isolés 
(comme le cœur) pouvaient rester fonctionnels de longs moments s'ils étaient conservés avec 
une petite quantité d'ions sodium, potassium et calcium, grâce à une perfusion (DeWolf, 
1977). Deux décennies plus tard, en 1902, le physiologiste allemand Julius Bernstein publia 
sa "Membrane Theory of Electrical Potentials" applicable aux cellules et tissus biologiques. 
Selon lui, les cellules excitables sont entourées d'une membrane sélectivement perméable aux 
ions K+ pendant les phases de repos et perméable aux autres ions au cours de l’excitation. 
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 Des études fonctionnelles menées entre les années 1945 et 1970 ont révélé la présence 
de canaux activés par le potentiel et de canaux activés par des ligands, dans les membranes 
plasmiques de cellules nerveuses et musculaires. Les propriétés fondamentales des courants 
membranaires créés par le passage des ions à travers les canaux ioniques ont été analysées 
cinquante ans plus tard par les biophysiciens anglais Alan L. Hodgkin et Andrew F. Huxley, 
ce qui leur a valu un Prix Nobel en 1963. En 1952, ils mirent en évidence grâce à la technique 
de "voltage-clamp" les propriétés cinétiques caractérisant l’ouverture des canaux sodiques et 
potassiques dans l'axone géant de calmar, et décrivirent les mécanismes sous-jacents au 
déclenchement de potentiels d'action grâce auxquels l'information est propagée dans le 
système nerveux (Hodgkin & Huxley, 1952). En 1966, Bernard Katz et ses collègues 
déterminèrent les lois cinétiques régissant l'ouverture des récepteurs nicotiniques activés par 
l'acétylcholine (nAChRs) aux jonctions neuromusculaires de la grenouille (Katz, 1966). Plus 
tard, dans les années 1971, l'existence des canaux ioniques a été confirmée par Bernard Katz 
et Ricardo Miledi en mesurant pour la première fois la conductance unitaire de récepteurs-
canaux à acétylcholine. Dans les mêmes moments, la première purification d'un récepteur 
nicotinique de l'acétylcholine par J.P. Changeux et ses collègues permit d’en élucider la 
structure primaire (Changeux et al., 1970). La détection fonctionnelle des canaux ioniques 
dans des cellules fut montrée plus directement en 1976, grâce à la technique connue sous le 
nom de "patch-clamp" (Hamill et al., 1981 ; Neher & Sakmann, 1976), qui a valu un Prix 
Nobel à Erwin Neher et Bert Sakmann. Ces expériences de "patch-clamp" ont montré que les 
transitions entre les états ouvert et fermé d'un canal ionique individuel étaient des événements 
soudains et du "tout-ou-rien", durant lesquels la protéine, flexible, passait très rapidement (en 
quelques dizaines de µs) d'une conformation à une autre. Ces résultats sont la confirmation 
finale de l'existence des canaux ioniques (Fig. 1.2.). 
 
Figure 1.2. Diagramme illustrant le courant passant au travers d’un canal unique d’un 
récepteur-canal de l’acétylcholine enregistré par la technique du "patch-clamp".   
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 Progressivement, avec l'explosion du clonage et du séquençage dans les années 80, 
notamment de la première sous-unité d'un récepteur nicotinique à l'acétylcholine (nAChR) 
présente à la jonction-musculaire (Noda et al., 1983), une attention croissante s'est portée sur 
les études structurales et fonctionnelles des canaux ioniques. Une année plus tard, le canal 
sodique était à son tour cloné (Noda et al., 1984), puis la séquence primaire du canal 
potassique Shaker obtenue quatre années plus tard (Pongs et al., 1988 ; Tempel et al., 1988). 
La détermination des séquences primaires a fourni des informations essentielles concernant la 
structure et la topologie membranaire des canaux ioniques. La combinaison de biologie 
moléculaire (mutagenèse dirigée), de biochimie et d'études fonctionnelles (électrophysiologie 
essentiellement), a conduit à une explosion des connaissances mécanistiques des canaux 
ioniques. Elles ont permis de répondre à des problématiques essentielles, concernant 
notamment les mécanismes de sélectivité ionique, les mécanismes d’activation et la 
transduction des différents signaux (potentiel, ligand, force mécanique, température), en 
ouverture du canal (pour les canaux activés par le potentiel (Yellen, 1998), les nAChRs 
(Corringer et al., 2000), les récepteurs-canaux du glutamate (Dingledine et al., 1999), les 
canaux mécano-sensibles (Hamill, 2006 ; Hu & Sachs, 1997)).  
 
 En dépit des connaissances fonctionnelles, ce n’est qu’à la fin des années 90 que les 
premières structures tridimensionnelles des canaux ioniques ont été résolues, notamment 
parce qu’il est difficile de cristalliser de telles protéines membranaires complexes. En 1998, 
MacKinnon et ses collègues publient la première structure cristallographique d'un canal 
potassique procaryote KcsA, et mettent alors en évidence les bases moléculaires de la 
conduction sélective des canaux potassiques (Doyle et al., 1998). Quatre années plus tard, la 
structure cristallographique d'un canal chlore procaryote est dévoilée, par le même groupe 
(Dutzler et al., 2002). Puis des structures plus complexes, telles que les canaux potassiques 
activés par le potentiel (Jiang et al., 2003 ; Long et al., 2005 ; Schmidt et al., 2006) sont 
publiées. Ces dernières structures ont permis de mieux comprendre le couplage qui existe 
entre le canal ionique en tant que tel et les régions du récepteur sensibles aux stimuli. Le Prix 
Nobel de Chimie de 2003 fut remis à Roderick MacKinnon et Peter Agre pour leurs études 
remarquables sur les bases moléculaires et structurales de la perméabilité ionique et aqueuse 
des membranes biologiques. Plus récemment, les structures complètes de plusieurs 
récepteurs-canaux ont été obtenues à une résolution atomique (Bocquet et al., 2009 ; Hilf et 
Dutzler, 2008 ; Kawate et al., 2009 ; Sobolevsky et al., 2009). Dans la figure 1.3, sont 
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représentées les structures de plusieurs récepteurs-canaux dont celle du récepteur AMPA 
(rAMPA) GluA2 de rat, celle du récepteur de poisson-zèbre P2X4 activé par l'ATP, celle du 
nAChR, et également les structures d'un canal potassique activé par le potentiel (famille des 
canaux Shaker) et du récepteur couplé aux protéines G (RCPG) rhodopsine (Fehrentz et al., 
2011). L'exploration des structures combinée à des études fonctionnelles et de modélisation 
détaillées révèle petit à petit une diversité étonnante de modulation allostérique, de 
pharmacologie, de mécanismes d'activation et de dynamiques conformationnelles parmi les 
différentes familles de canaux ioniques. 
 
 
 
Figure 1.3. Structure de plusieurs récepteurs membranaires dont ceux représentant les trois 
classes de récepteurs-canaux. Chaque récepteur est représenté à la même échelle et selon les vues de 
dessus et latérale. De gauche à droite sont représentés : la rhodopsine (un RCPG), le récepteur 
homomérique  GluA2 (un iGluR), le récepteur homomérique P2X4 (récepteur excitateur activé par 
l’ATP), la canal potassique SHAKER, et le récepteur nicotinique de l’acétylcholine exprimé aux 
jonctions neuromusculaires. Structures obtenues par cristallographie à l’exception du nAChR (cryo-
microscopie électronique). D’après Fehrentz et al., 2011. 
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1.2. Aperçu général des canaux ioniques activés par les ligands  
 
Selon la nomenclature et la classification établies par l'union NC-IUPHAR (International 
Union of Pharmacology Committee on Receptor Nomenclature and Drug Classification), les 
récepteurs-canaux ou LGICs regroupent des récepteurs excitateurs, les récepteurs-canaux (ou 
ionotropiques) du glutamate (iGluRs, Traynelis et al., 2010), les récepteurs nicotiniques à 
acétylcholine (nAChRs ; Changeux, 2010 ; Millar & Gotti, 2009), les récepteurs 
sérotoninergiques (5-HT3Rs ; Barnes et al., 2009 ; Walstab et al., 2010), les récepteurs à ATP 
(P2XRs ; Jarvis & Khakh, 2009 ; Surprenant & North, 2009) ; et des récepteurs inhibiteurs, 
les récepteurs GABAA (GABAARs ; Belelli & al., 2009 ; Olsen & Sieghart, 2009) et les 
récepteurs glycinergiques (GlyRs ; Lynch, 2009 ; Yevenes & Zeihlofer, 2011). Les LGICs 
peuvent aussi être classés en récepteurs trimériques (P2XRs), tétramériques (iGluRs), ou 
pentamériques (nAChRs, 5-HT3Rs, GABAARs et GlyRs ; aussi nommés récepteurs cys-loop), 
selon leur topologie membranaire et leur stœchiométrie d’assemblage en sous-unités.  
 
Les récepteurs-canaux jouent un rôle central dans la transmission synaptique rapide au 
niveau des synapses du SNC (Fig.1.4). Ils traduisent les messages chimiques en réponses 
électriques, assurant ainsi la transmission de l'information d'un neurone à l'autre. Leur rôle 
dans la communication neuronale est lié à leur capacité à répondre très rapidement à la 
libération pré-synaptique, transitoire, de neurotransmetteurs qui activent alors les récepteurs-
canaux post-synaptiques (Lemoine et al., 2012 ; Smart & Paoletti, 2012). De cette activation 
naît un signal électrique rapide appelé potentiel post-synaptique excitateur (PPSE) ou 
inhibiteur (PPSI). Outre leur traditionnel rôle dans la neurotransmission phasique, il a été 
montré que certains récepteurs-canaux intervenaient également dans la partie tonique de la 
régulation neuronale, qui est due à l'activation de récepteurs-canaux extra-synaptiques par des 
niveaux ambiants de neurotransmetteurs. 
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Figure 1.4. Rôles des récepteurs-canaux dans la transmission neuronale. L’arrivée d’un potentiel 
d’action dans le neurone pré-synaptique déclenche l’ouverture de canaux calciques membranaires 
dépendant du potentiel. L’entrée de calcium induit la fusion des vésicules remplies de 
neurotransmetteurs avec la membrane du neurone pré-synaptique, et la libération des 
neurotransmetteurs dans la fente synaptique. Les récepteurs-canaux situés sur la membrane post-
synaptique et sensibles aux neurotransmetteurs libérés vont alors lier le neurotransmetteur déclenchant 
leur ouverture rapide (<1 ms) et permettant ainsi le passage des ions à travers le canal.  
 
 
 Les récepteurs-canaux partagent plusieurs caractéristiques communes, mais chaque 
classe possède aussi ses particularités. Les récepteurs-canaux forment de larges complexes 
multimériques composés de sous-unités homologues s’arrangeant autour d’un pore central ou 
d'un canal ionique (Fig. 1.5). Le canal est ainsi isolé de l'environnement lipidique de la 
membrane, ce qui est essentiel pour avoir des flux ioniques rapides et un accès direct au 
solvant. Les récepteurs-canaux sont composés d’un large domaine extracellulaire éloigné de 
la membrane et qui comporte les sites de liaison aux neurotransmetteurs, du canal ionique 
dont la structure s’appuie sur un agencement d’hélices transmembranaires, et d’un domaine 
intracellulaire spécialisé dans l’ancrage à la membrane et l’association aux protéines de 
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signalisation cytoplasmique. Chaque famille de récepteurs-canaux, est constituée de multiples 
sous-unités qui s'assemblent pour former un récepteur entier focntionnel. De nombreuses 
combinaisons entre ces sous-unités sont possibiles, ce qui explique la diversité des récepteurs-
canaux et de leurs propriétés fonctionnelles (biophysiques, pharmacologiques, de 
signalisation) distinctes. Il n’en reste pas moins que les trois classes de récepteurs-canaux se 
distinguent sur certaines propriétés structurales essentielles : le nombre de sous-unités par 
complexe récepteur, la localisation des sites de liaison des agonistes (à l'interface entre sous-
unités ou pas) ou les mécanismes d'activation. Dans la suite, nous regarderons de plus près les 
différences majeures entre les récepteurs trimériques, tétramériques et pentamériques. 
 
 
 
Figure 1.5. Représentation schématique de la topologie membranaire et de la stœchiométrie 
d’assemblage des sous-unités des trois classes de récepteurs-canaux. A. Récepteurs pentamériques, 
incluant les nAChRs, les 5-HT3Rs, les GABAARs, les GlyRs et les ZAC, GluCl, GLIC, ELIC. B. 
Récepteurs tétramériques iGluRs, incluant les rNMDAs, rAMPAs et rKAs. C. Récepteurs trimèriques 
P2X. D’après Lemoine et al., 2012 
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1.3. Les récepteurs-canaux trimériques 
 
 
Les récepteurs-canaux trimériques ou récepteurs P2X sont activés par l'ATP extracellulaire et 
perméables aux cations. Ils appartiennent à la famille plus large des récepteurs purinergiques. 
Sept gènes nommés P2X (1-7) encodent sept sous-types de sous-unités de récepteurs P2X, 
longues de 280 à 600 acides-aminés. Ces sous-unités sont exprimées dans divers organismes 
eucaryotes tels que l'ours d'eau (Hypsibius dujardini, Bavan et al., 2009), l'algue verte 
(Ostreococcus tauri, Fountain et al., 2008), l'amibe sociale (Dictyostelium discoideum, 
Fountain et al., 2007), le ver plat (Schistosoma mansoni, Agboh et al., 2004), le poisson-zèbre 
(Danio rerio, Diaz-Hernandez et al., 2002) et les mammifères (Brake et al., 1994 ; Valera et 
al., 1994). Cependant, aucun récepteur P2X n'a été reporté dans les organismes procaryotes, 
ce qui est plutôt surprenant quand on sait que les récepteurs tétramériques et les récepteurs 
pentamériques sont présents de façon évolutive, des bactéries aux humains. 
 
 La première structure cristallographique d'un récepteur P2X (le sous-type P2X4, d'un 
poisson-zèbre), a constitué une avancée majeure dans notre connaissance de cette 
superfamille de récepteurs. La structure a "capturé" l'état fermé (de repos) du récepteur, à une 
résolution de 3.5 Å (Kawate et al., 2009). Les récepteurs P2X s'organisent selon une symétrie 
d'ordre trois et forment des trimères aussi bien homomériques que hétéromériques. Chaque 
sous-unité du trimère contient un large domaine extracellulaire qui est le siège d'un grand 
nombre d'interactions inter-sous-unités, deux domaines transmembranaires et des extrémités 
C- et N-terminales intracellulaires (Coddou et al., 2011). Plus récemment, la structure de l'état 
actif d'un récepteur P2X4 de poisson-zèbre a été résolue (Hattori & Gouaux, 2012), avec ses 
trois sites de liaison à l'ATP bien définis et localisés aux interfaces entre les trois sous-unités. 
Combinées à des études fonctionnelles, ces premières structures révèlent petit à petit des 
éléments des mécanismes structuraux permettant de traduire la liaison de l'ATP en 
réarrangement des sous-unités au sein du complexe trimérique et in fine en activation (i.e. 
ouverture) du canal ionique (Fig. 1.6 ; Browne et al., 2011; Jiang et al., 2011 ; Li et al., 2010). 
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Figure 1.6. Mécanisme d’activation proposé pour le récepteur P2X. La liaison de l’agoniste à 
l’interface entre sous-unités induit la fermeture des « mâchoires » formant les sites de liaison à l’ATP, 
mouvement qui est intimement couplé à l’ouverture du canal. Les ions Zn2+, qui agissent comme 
modulateurs allostériques positifs, stabilisent la conformation fermée de ces « mâchoires » par 
l’intermédiaire d’un site de coordination du zinc formé par deux histidines placées de part et d’autre de 
la « mâchoire ». D’après Jiang et al., 2012. 
 
 
 Les récepteurs P2X sont abondamment distribués dans le cerveau, à la fois dans les 
neurones et les cellules gliales, dans les glandes épithéliales, endothéliales, l'épithélium des 
voies respiratoires, le foie, les os et les muscles (North, 2002). Ils sont impliqués dans divers 
processus physiologiques et pathologiques (Surprenant & North, 2009). Ces récepteurs sont 
des cibles d’intérêt thérapeutique intéressantes et selon leur composition en sous-unités, les 
récepteurs P2X possèdent des propriétés biophysiques et pharmacologiques variables (Gever 
et al., 2006), dont différentes affinités pour l’ATP, pour les antagonistes (comme le PPADS, 
pyridoxalalphosphate-6-azophenyl-2', 4'-disulphonic acid et le suramine) et pour les 
modulateurs allostériques (comme le proton extracellulaire et des métaux lourds, notamment 
le zinc et le cadmium ; Evans, 2009 ; Khakh et al., 1999 ; North, 2002). Des études futures sur 
les mécanismes d'activation et les modulations allostériques nous aideront à mieux 
comprendre les bases moléculaires qui régissent le fonctionnement des récepteurs P2X, et  
devraient apporter des informations essentielles à la compréhension de leurs rôles dans  
certaines affections neurologiques, notamment la douleur, tout comme dans la régulation du 
flux sanguin dans les reins, et l'inflammation. 
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1.4.   Les récepteurs-canaux tétramériques 
 
 La superfamille des récepteurs-canaux tétramériques est formée par les récepteurs 
ionotropiques du glutamate (iGluRs), qui sont répartis en quatre sous-familles : les récepteurs 
AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazoleproprionic acid ou rAMPAs), les 
récepteurs kainate (rKAs), les récepteurs NMDA (N-methyl-D-aspartate ou rNMDAs) et les 
récepteurs delta (δRs). Les iGluRs s'assemblent en homomères ou en hétérotétramères. Dans 
les mammifères, ils sont encodés par 18 gènes : GluA1-4 (rAMPA), GluK1-5 (rKA), GluN1, 
GluN2A-D, GluN3A-B (rNMDA) et GluD1-2 (δR) (Dingledine et al., 1999 ; Traynelis et al., 
2010). Les récepteurs GluD, que l'on considère comme des récepteurs orphelins, partagent 14 
à 24% d'homologie de séquence avec les sous-unités des rAMPAs, rKAs et rNMDAs. 
Cependant, ils ne lient pas le glutamate et leurs fonctions physiologiques sont encore mal 
définies (Traynelis et al., 2010 ; Williams et al., 2003). 
 Le rAMPA homomérique de rat, contenant la sous-unité GluA2, a été le premier, et 
est actuellement le seul, iGluR entier (ou quasi-entier), à avoir été cristallisé (Sobolevsky et 
al., 2009) (voir Introduction 2.2.6.2). Concernant l'architecture globale, les iGluRs sont 
constitués de quatre sous-unités homologues arrangées en quatre couches distinctes (Mayer, 
2006, 2011a et 2011b ; Paoletti, 2011) : deux larges domaines extracellulaires bilobés, le 
domaine N-terminal (NTD), qui est impliqué dans l'assemblage des sous-unités et la 
modulation allostérique, et le domaine de liaison des agonistes (ABD) ; un domaine 
membranaire constitué de trois segments transmembranaires (M1, M3 et M4) et une petite 
boucle réentrante (P-loop ou M2), qui forment le canal ionique et le filtre de sélectivité ; et un 
domaine C-terminal (CTD), dont la taille varie beaucoup entre les sous-unités, et qui est 
impliqué dans le transport du récepteur, son ancrage membranaire et son couplage aux 
molécules de signalisation intracellulaire. Contrairement aux récepteurs trimériques ou 
pentamériques, les iGluRs ont leur site de liaison des agonistes enfoui dans chaque sous-unité 
(et non aux interfaces entre sous-unités) (Armstrong et al., 1998 ; Furukawa et al., 2005 ; 
Sobolevsky et al., 2009). Chaque tétramère comprend donc quatre sites de liaison des 
agonistes. La diversité de leurs propriétés pharmacologiques, d'activation et de signalisation 
font que les iGluRs sont impliqués dans de très nombreux processus physiologiques et 
pathologiques. Ils sont principalement responsables de la transmission excitatrice rapide et 
fortement impliqués dans la plasticité synaptique. Mis en cause dans diverses désordres 
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neurologiques (épilepsie, neurodégénérescence, douleur) et psychiatriques (schizophrénie, 
dépression, autisme), les iGluRs suscitent un vif intérêt dans le domaine médical et sont 
considérés comme des cibles thérapeutiques potentielles pour lutter contre ces maladies 
(Kemp & McKernan, 2002 ; Paoletti et al., 2013 ; Paoletti & Neyton, 2007 ; et voir 
Introduction 2.2.5.5. concernant les rNMDAs). 
 
 
1.5. Les récepteurs-canaux pentamériques 
 
 La superfamille de récepteurs pentamériques de vertébrés se compose des récepteurs 
excitateurs, perméables aux cations, les nAChRs, les récepteurs sérotoninergiques (5-HT3) et 
les récepteurs activés par le zinc (ZAC), et des récepteurs inhibiteurs, perméables aux anions, 
les récepteurs γ-aminobutyric acide (GABAA, GABAC) et les récepteurs glycinergiques 
(GlyRs) (Fig. 1.7 ; Corringer et al., 2012 ; Thompson et al., 2010).  
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Figure 1.7.  Arbre phylogénétique des différents membres de la superfamille des récepteurs 
pentamériques (eucaryotes et procarytotes). On distingue quatre sous-groupes : les récepteurs 
eucaryotes excitateurs (jaune); les protéines de liaison à l’acétylcholine (vert), les récepteurs 
eucaryotes inhibiteurs (bleu) ; et les homologues procaryotes (rouge). D’après Nys et al., 2013. 
 
 
 On les nomme aussi récepteurs "cys-loop" en raison d'un boucle conservée de treize 
acides-aminés du domaine extracellulaire de chaque sous-unité, maintenue par un pont 
disulfure (Miller & Smart, 2010 ; Thompson et al., 2010). Cette boucle est essentielle à la 
communication entre les sites de liaison des neurotransmetteurs et le canal ionique 
membranaire. Cependant, leurs ancêtres procaryotes ne contenant pas de telle boucle, 
l'expression "récepteur pentamérique" (ou pLGICs pour "pentameric ligand-gated ion 
channels") est maintenant préférée (Hilf & Dutzler, 2008). Ces récepteurs peuvent s'assembler 
en homo-pentamères mais on les rencontre plus communément sous forme d'hétéro-
pentamères. La multitude de combinaisons possibles entre les différentes sous-unités implique 
une grande richesse moléculaire et fonctionnelle in vivo (Sine & Engel, 2006). Chez les 
invertébrés, d’autres membres de cette classe de récepteurs-canaux ont été identifiés. Cela 
inclut les canaux chlore activés par l'acétylcholine, par le glutamate (récepteurs GluCl), par 
l'histamine ou par la 5-HT (Raymond & Sattelle, 2002). 
 
 Concernant les nAChRs, une partie importante de nos connaissances provient des 
études faites sur l’organe électrique de la raie Torpedo (Fig. 1.8, gauche). En raison de la 
densité importante de nAChRs qu’on y trouve, il a été possible d’obtenir, par cryo-
microscopie électronique, de nombreuses images à haute résolution des nAChRs (Miyazawa 
et al., 2003). Ces récepteurs de Torpedo sont d’autant plus intéressants qu’ils sont 
structurellement très proches des nAChRs des jonctions musculaires. Les récepteurs 
sérotoninergiques, quant à eux, exhibent une diversité beaucoup moins importante que la 
plupart des autres types de récepteurs pentamériques. La première sous-unité à avoir été 
découverte (5-HT3A) est capable de générer des récepteurs homopentamériques mais elle peut 
aussi s'associer avec la sous-unité récemment découverte, 5-HT3B (Davies et al., 1999), pour 
former des complexes hétéromériques. Les propriétés structurales et fonctionnelles des 5-
HT3Rs ressemblent à celles des nAChRs. Ils jouent un rôle essentiel dans la modulation de la 
motilité et de la sécrétion dans le système digestif. Les récepteurs GABAA, activés par le 
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GABA, se caractérisent par une très grande diversité de leurs sous-unités qui se co-assemblent 
pour générer un nombre élevé de sous-types récepteurs GABAA différents. Enfin, les 
récepteurs glycinergiques peuvent former des homomères, composés des cinq sous-unités α, 
ou des hétéropentamères, lorsque la sous-unité α  est associée à la sous-unité β. 
 
 
 
 
Figure 1.8.  Structure de différents membres de la superfamille des récepteurs-canaux 
pentamériques. De gauche à droite : structure du nAChR Torpedo marmorata obtenue par 
microscopie électronique ; structure cristallographique de l’AChBP (pour "Achetylcholine-binding 
protein", protéine soluble), des récepteurs bactériens ELIC et GLIC, et du récepteur GluCl de C. 
elegans.  D’après Nys et al., 2013 
 
 
 Tous les récepteurs pentamériques partagent une architecture structurale commune, 
avec cinq sous-unités arrangées pseudo-symétriquement, formant une rosette pentamérique 
(Fig. 1.8). Chaque sous-unité individuelle, qui comprend entre 430 et 530 acides-aminés, se 
divise en plusieurs domaines aux fonctions bien spécifiques : un large domaine extracellulaire 
(ECD) qui comprend le site de liaison de l'agoniste, à l'interface entre sous-unités, et qui est 
une cible majeure des modulateurs allostériques; le domaine transmembranaire (TMD) qui est 
constitué de quatre hélices transmembranaires (M1-M4) avec les segments M2 qui forment 
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les parois du pore du canal ionique et qui est aussi la cible de modulateurs allostériques tels 
que les alcools, les anesthésiants et les neurostéroïdes ; le domaine intracellulaire (ICD) qui se 
compose d'une large boucle intracellulaire formée par M3 et M4, et qui joue un rôle important 
dans le le transport du récepteur et sa modulation. En comparant les structures 
cristallographiques des récepteurs pentamériques procaryotes ELIC (Erwinia chrysanthemi 
pentameric ligand-gated ion channel) et GLIC (Gloeobacter violaceus pentameric ligand-
gated ion channel) les chercheurs ont proposé un mécanisme d'activation général pour les 
récepteurs pentamériques, impliquant un mouvement de torsion et de déformation du 
récepteur (Bocquet et al., 2009, 2007 ; Hilf & Dutzler, 2008 ; Prevost et al., 2012). La liaison 
des agonistes aux interfaces entre sous-unités induit en effet une torsion ("twist") quaternaire 
de l'ECD qui conduit à des déformations de la structure tertiaire de chaque sous-unité (Fig. 
1.9.). Ces déformations impliquent un réarrangement substantiel des interfaces entre sous-
unités et un mouvement descendant de la boucle β1-β2. Ces mouvements sont apparemment 
couplés à une inclinaison des segments M2 et M3 et génèrent une large ouverture dans la 
partie supérieure du canal ionique (Corringer et al., 2012 ; Taly et al., 2009). 
 
 
Figure 1.9. Mécanisme d’activation proposé pour les récepteurs-canaux pentamériques.  A 
gauche : superposition des structures de GLIC (vert, état ouvert) et ELIC (rouge, état fermé) (une seule 
sous-unité est représentée). A côté sont représentés schématiquement les changements 
conformationnels qui interviennent lors de l’activation. De ELIC à GLIC, on peut observer un 
mouvement de rotation des domaines extracellulaires et un mouvement de torsion de l’ensemble du 
canal  ionique. Le pore s’ouvre en réponse aux mouvements concertés du segment β1–β2 (vers le bas) 
et TM2-TM3 (vers l’extérieur). A droite : schéma montrant les changements conformationnels de trois 
sous-unités et notamment les mouvements de rotation des parties inférieures dans un sens et des 
parties extérieures dans l’autre. D’après Corringer et al., 2010. 
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 Les liens entre structures et fonctions dans les récepteurs-canaux pentamériques ont 
été également caractérisés par l’étude de mutations naturelles présentes dans de nombreuses 
maladies dénommées canalopathies. Ces maladies impliquent les récepteurs pentamériques 
cationiques et anioniques. Par exemple, des mutations des récepteurs glycinergiques sont à 
l'origine de l'hyperexplexie (Shiang et al., 1995), des mutations des nAChRs du muscle 
entrainent des syndromes myasténiques congénitaux (Engel et al., 2003), et des mutations des 
récepteurs GABAA et des nAChRs neuronaux sont associées à l'épilepsie (Steinlein et al., 
1995, 2004). Par ailleurs, les myasthénies aigües, des maladies neuromusculaires auto-
immunes graves, sont dues à des anticorps dirigés contre les nAChRs musculaires. Les 
récepteurs pentamériques sont des cibles thérapeutiques majeures pour des anesthésiants, des 
anxiolytiques, des sédatifs (comme les benzodiazépines). Ainsi, beaucoup d'intérêt est apporté 
à l’étude des récepteurs pentamériques dans l’espoir de nouveaux traitements contre une large 
gamme de maladies neurologiques et psychiatriques (Lemoine et al. 2012 ; Taly et al., 2009). 
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2. RECEPTEURS DU GLUTAMATE 
 
Le cerveau humain d'un adulte comprend plus de 1011 neurones (Azevedo et al., 2009). 
Chaque neurone peut contacter entre 103 et 104 autres neurones au travers des synapses 
électriques ou chimiques, jonctions fonctionnelles entre le neurite (classiquement un axone) 
d'un neurone et le neurite (usuellement un dendrite) d'un autre (Fig. 2.1 ; Katz, 1996). Le 
nombre de synapses dans notre cerveau est par conséquent gigantesque (~1015), et la moitié de 
ces synapses sont glutamatergiques. En effet, le glutamate agit comme le neurotransmetteur 
majeur des synapses excitatrices du système nerveux central (SNC) des mammifères. Le 
pouvoir excitateur du glutamate est connu depuis les années 1950 (Curtis & Wakins, 1960). 
Ce n'est pourtant qu'à la fin des années 1970 que le glutamate est accepté comme 
neurotransmetteur excitateur majeur dans le SNC. Les récepteurs du glutamate présents aux 
synapses glutamatergiques assurent la transduction du signal, entre le neurone pré-synaptique, 
qui libère le glutamate de façon transitoire, et le neurone post-synaptique. Ainsi, la liaison du 
glutamate sur son récepteur se traduit par des variations de l'excitabilité du neurone post-
synaptique. 
 
Le glutamate libéré par le bouton présynaptique diffuse dans la fente synaptique et 
active deux grandes classes de récepteurs : les récepteurs métabotropiques du glutamate 
(mGluRs), qui sont des récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs), et les récepteurs-canaux 
ou récepteurs ionotropiques du glutamate (iGluRs), qui regroupent les récepteurs AMPA 
(rAMPAs), NMDA (rNMDAs) et Kainate (rKAs) (Dingledine et al., 1999 ; Niswender & 
Conn, 2010 ; Rondard et al., 2011) (Fig. 2.1). En particulier, les rAMPAs et rNMDAs, et dans 
une moindre mesure les rKAs, sont responsables des courants (ou potentiels) post-synaptiques 
excitateurs (PPSE), activés par le glutamate. Le glutamate, une fois libéré par les vésicules 
pré-synaptiques  diffuse rapidement à travers la fente synaptique et se fixe sur les iGluRs 
regroupés à la membrane post-synaptique. Les canaux des iGluRs s'ouvrent alors, ce qui 
permet aux ions (Na+, Ca2+, K+) de traverser la membrane post-synaptique. Dans les 
conditions physiologiques, lorsque les iGluRs sont activés, leur canal laisse passer 
principalement les ions sodium (parfois calcium), ce qui provoque une dépolarisation de la 
membrane du neurone post-synaptique et in fine l'initiation de potentiels d'action. Les iGluRs 
doivent agir très rapidement car le glutamate n'est présent que transitoirement dans la fente 
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synaptique (quelques millisecondes) avant d'être recapturé par les transporteurs du glutamate 
de la membrane pré-synaptique (EAATs). 
 
 
 
 
Figure 2.1.  Représentation schématique d’une synapse glutamatergique. Pour chaque famille de 
récepteurs, les différentes sous-unités constitutives sont listées. D’après Gielen, 2010 
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2.1. Récepteurs métabotropiques du glutamate  
 
Les mGluRs appartiennent à la superfamille des récepteurs à sept domaines 
transmembranaires couplés aux protéines G ("GTP-binding proteins"), et plus précisément à 
la classe III des RCPGs. Cette classe comprend aussi les récepteurs GABAB, qui sont activés 
par l'acide γ-aminobutyrique (GABA), le principal neurotransmetteur inhibiteur dans le 
cerveau des vertébrés, le senseur calcique (CaSR), ainsi que certains récepteurs du goût et 
certains récepteurs aux phéromones (Bockaert & Pin, 1999 ; Pin et al., 2003).  
 
L'existence des mGluRs a été mise en évidence tardivement, au milieu des années 80 
(Watkins & Jane, 2006). Elle a été confirmée au début des années 1990 par la biologie 
moléculaire, avec le clonage de la sous-unité mGluR1 (Houamed & al., 1991), premier 
membre d'une famille de huit gènes (mGluR1-8) (Conn & Pin, 1997 ; Bockaert & Pin, 1999). 
Cette hétérogénéité moléculaire est renforcée par l'épissage alternatif chez les sous-unités 
mGluR1, mGluR4, mGluR5 (Iversen et al., 1994 ; Minakami et al., 1994 ; Pin et al., 1992 ; 
Tanabe et al., 1992). En fonction de leurs homologies de séquence et du type de signal de 
transduction qu'ils activent (Ohashi et al., 2002), les mGluRs ont été classés en trois groupes 
différents (Bonsi et al., 2005 ; Chu & Habkitz, 2000 ; Endoh, 2004) : les récepteurs mGluR1 
et mGluR5 forment le groupe I, et activent la phospholipase Cβ, ce qui provoque une 
augmentation de la concentration intracellulaire d’inositol-1-4-5-triphosphate (IP3). La 
fixation de ce second messager sur des récepteurs du réticulum endoplasmique induit alors la 
sortie d’ions Ca2+ de cet organite, et donc une augmentation de la concentration cytosolique 
en Ca2+ (Watkins & Jane, 2006). Les récepteurs des groupes II (mGluR2 et mGluR3) et III 
(mGluR4, 6, 7 et 8) inhibent quant à eux l’activité de l’adénylate-cyclase. Cette enzyme 
produisant l’AMP cyclique (AMPc) à partir d’ATP, une telle inhibition conduit à une 
diminution de la concentration cytosolique d’AMPc. L’AMPc permettant l’activation de la 
protéine kinase A (PKA), on en déduit que la phosphorylation des rAMPAs et rKAs par la 
PKA potentialise leur activité (Fig. 2.2).  
 
 Une caractéristique commune des mGluRs réside dans la relative lenteur de leur 
activation, qui s’effectue avec des temps caractéristiques supérieurs à ~ 50 ms (Attwell & 
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Gibb, 2005). En raison de cette lenteur d’action du glutamate sur les mGluRs, ces récepteurs 
ne peuvent répondre qu’à des expositions prolongées au glutamate, par exemple lors de 
libérations répétées dues à des trains de potentiels d’action pré-synaptiques (Attwell & Gibb, 
2005). Ils sont alors responsables de modulations lentes des réponses synaptiques, et peuvent 
conduire à l’intégration de signaux temporellement dispersés (Batchelor & Garthwaite, 1997). 
Ainsi, iGluRs et mGluRs, présents à une même synapse, permettent au glutamate à la fois de 
déclencher des réponses synaptiques rapides (via les iGluRs) et réguler ou réajuster l'activité 
du neurone (via les mGluRs). Les mGluRs ayant essentiellement un rôle modulateur de la 
transmission synaptique, ces récepteurs sont des cibles thérapeutiques attractives. 
 
 
 
Figure 2.2. Topologie membranaire d’un récepteur métabotropique du glutamate. Représentation 
schématique d’un dimère de mGluR. Chaque monomère possède un large domaine extracellulaire de 
type-LIVBP, qui lie le glutamate, un domaine enrichi en cystéines, contenant 17 cystéines conservées, 
un domaine comprenant les sept segments transmembranaires et une queue C-terminale variable. 
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2.2. Récepteurs ionotropiques du glutamate (ou récepteurs-canaux) 
 
 
2.2.1. Propriétés générales des récepteurs-canaux du glutamate 
 
La deuxième superfamille de récepteurs du glutamate, celle des iGluRs a été initialement 
divisée en trois classes en fonction de leurs propriétés pharmacologiques (Fig. 2.3 ; Watkins 
& Jane, 2006). L’acide N-méthyl-D-aspartique ou NMDA (Watkins & Evans, 1981), active 
sélectivement une classe d’iGluRs appelés rNMDAs. Ces récepteurs sont bloqués 
spécifiquement par l’antagoniste D-AP5, mais pas par le CNQX ou NBQX, inhibiteurs des 
iGluRs de type non-NMDA. Ces derniers ont été subdivisés en deux familles de récepteurs : 
d’une part les rAMPAs, sélectivement activés par le (S)-α-amino-3-hydroxy-5-
methylisoxasole-4-propionique ou AMPA, et d’autre part, les rKAs, sélectivement activés par 
l’acide kainique, issu de l’algue marine Digenia simplex. Cette hétérogénéité 
pharmacologique au sein des iGluRs est accompagnée d’une hétérogénéité moléculaire. Le 
clonage par expression fonctionnelle de la première sous-unité iGluR, celle d’un rAMPA 
(GluA1), par Hollmann et al. en 1989, a en effet ouvert la voie à l’identification par 
homologie d’un total de dix-huit sous-unités iGluR eucaryotes (Hollmann et al., 1989 ; Fig. 
2.3) : les rAMPAs codés par quatre gènes (GluA1-4), les rKAs codés par cinq gènes (GluK1-
5), les rNMDAs codés par sept gènes (GluN1, GluN2A-D et GluN3A-B) (Mayer, 2006) et les 
récepteurs delta (GluD1 et GluD2). Si les sous-unités au sein d’une même classe d’iGluRs 
partagent une forte identité de séquence (sauf pour les rNMDAs), l’identité de séquence entre 
classes différentes est nettement plus faible. Par exemple, les sous-unités des rAMPAs 
partagent 54% d’identité de séquence entre elles, celles des rKAs 29%, mais l’ensemble des 
sous-unités de rAMPA et de rKA ne partagent que 17% d’identité. En outre, les récepteurs 
delta se différencient des autres iGluRs par le fait qu’ils ne forment pas de canaux 
fonctionnels et leur mode d’action est encore mal défini. 
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Figure 2.3. Arbre phylogénétique des différentes sous-unités des récepteurs-canaux du 
glutamate.  D’après Nishi et al., 2001 
 
 
 Le profil d’expression et les modifications post-transcriptionnelles des ARNs des 
gènes iGluRs individuels sont fermement contrôlés selon leur localisation et le stade de 
développement, de telle sorte que dans le SNC embryonnaire et adulte, la composition des 
iGluRs en sous-unités est remarquablement différente. Alors que la plupart des iGluRs sont 
impliqués dans la transmission synaptique, on trouve également des récepteurs avec des 
propriétés de signalisation et des perméabilités calciques distinctes, qui jouent un rôle dans le 
contrôle de la formation des synapses et du développement des circuits nerveux dans 
l’embryon. En outre, les cellules gliales expriment aussi une variété d’iGluRs (Burnashev et 
al., 1992a ; Patneau et al., 1994). Elles ont été particulièrement bien étudiées dans les cellules 
précurseur des oligodendrocytes, présentes dans le nerf optique et le cervelet (Zonouzi et al., 
2011), mais il reste beaucoup à apprendre sur les rôles de ces récepteurs dans d’autres cellules 
gliales et d’autres régions de cerveau. 
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 Comparés aux mGluRs, les iGluRs post-synaptiques sont responsables de la 
transmission synaptique excitatrice rapide (Fig. 2.4.). En effet, leurs cinétiques d’activation 
sont assez rapides pour répondre à une libération brève de glutamate dans la fente synaptique, 
par exemple lors d’une fusion vésiculaire unique. Dans ce cas, les quelques milliers de 
molécules de glutamate contenues dans une vésicule donnent lieu, en à peine quelques 
microsecondes, à un pic de concentration de ~ 1 mM sous le site de libération. Toutefois, cette 
concentration n’est atteinte que très transitoirement : en effet, le glutamate diffuse rapidement 
hors de la fente synaptique, avec un temps caractéristique de ~ 1 ms (Attwell & Gibb, 2005). 
Ainsi, après 3 ms, la concentration de glutamate diminue de trois ordres de grandeur sous le 
point de libération (Barbour & Hausser, 1997; Barbour, 2001). Enfin, bien qu’il y ait aussi des 
preuves de la présence d’iGluRs sur les boutons pré-synaptiques (Schmitz et al., 2001 ; 
Pinheiro & Mulle, 2008) et que leurs effets sur la libération vésiculaire de neurotransmetteurs 
soient bien documentés, les iGluRs pré-synaptiques sont moins caractérisés d’un point de vue 
fonctionnel.  
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Figure 2.4.  Propriétés cinétiques des récepteurs-canaux du glutamate. A. Représentation des deux 
composantes du courant post-synaptique excitateur. EPSCs enregistrés sur un neurone hippocampal de 
rat en conditions contrôles (trace noire), en présence de 50 µM de D-AP5 (inhibiteur compétitif des 
rNMDAs, trace bleue), en présence de 5 µM de CNQX (inhibiteur comppétitif des rAMPAs, trace 
rouge) et en présence de D-AP5 et CNQX (trace grise). Les courants sont mecurés à -60 mV, en 
absence de magnésium dans le milieu extracellulaire (D’après Tong et Jahr, 1994). B. Cinétique 
d’activation des rAMPAs et rNMDAs en réponse à une  application de 0,3 ms de glutamate à 1 mM 
(réponse qui vise à mimer la présence transitoire de glutamate dans la fente synaptique lors de 
l’activité synaptique). Po, probabilité d’ouverture normalisée par rapport à la valeur maximale. 
(D’après Attwell et Gibb, 2005). C. Différents paramètres des propriétés cinétiques des rAMPAs et 
rNMDAs. (D’après Attwell & Gibb, 2005). 
 
 
 Si tous les iGluRs peuvent être activés par des applications brèves de glutamate, ils 
présentent néanmoins des propriétés cinétiques distinctes (Fig. 2.4.C ; Erreger et al., 2004). 
Ainsi, à une synapse excitatrice typique, deux composantes principales peuvent être mises en 
évidence dans le courant postsynaptique excitateur : une composante rapide et une 
composante lente, portées respectivement par les rAMPAs et rNMDAs (Fig. 2.4.A et B ; 
Tong et Jahr, 1994). Les rAMPAs, de même que les rKAs, s’activent et s’inactivent 
(processus de désactivation) avec des temps caractéristiques inferieurs à la milliseconde (Fig. 
2.4.B ; Erreger et al., 2004). Ces propriétés leur permettent d’effectuer un codage rapide de 
l’information (fréquence supérieure a 100 Hz), c’est-a-dire de suivre des trains de potentiels 
d’action (Attwell & Gibb, 2005) qui donnent lieu a des libérations de glutamate séparées par 
des temps de l’ordre de 10 ms. A contrario, les rNMDAs présentent des cinétiques plus lentes 
(Fig. 2.4). Il leur faut une dizaine de millisecondes pour être pleinement activés après la 
liaison du glutamate. Par ailleurs, ils s’inactivent sur des échelles de temps de dizaines voire 
centaines de millisecondes. Cette lenteur reflète un temps de résidence élèvé du glutamate sur 
les rNMDAs et leur permet de jouer le rôle de détecteur de coïncidence entre excitation des 
éléments pre- et post-synaptiques. En effet, après libération vésiculaire, le glutamate peut se 
lier au rNMDA, mais le blocage de ce dernier par le Mg2+ empêche tout flux ionique au 
potentiel électrique de repos des neurones qui est négatif (Dingledine et al., 1999). Cette 
inhibition dépend en effet du potentiel membranaire: lorsque celui-ci devient positif, le Mg2+ 
se dissocie du canal. Les ions perméants peuvent alors transiter au travers de leur canal 
ionique. La forte perméabilité calcique des rNMDAs provoque alors un influx de Ca2+ 
permettant l’initiation de diverses formes de plasticité essentielles aux phénomènes 
d’apprentissage et de mémoire (Bliss & Collingridge, 1993). Dans un tel schéma, une 
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dissociation lente du glutamate est nécessaire. L’affinité du rNMDA pour le glutamate est 
d’ailleurs très élevée (EC50 ~ 1 µM), près de cent fois plus importante que les rAMPAs 
(EC50 ~ 100 µM) (Attwell & Gibb, 2005).  
 
 Les propriétés cinétiques des rNMDAs varient selon la sous-unité GluN2 incorporée 
(voir Fig. 2.9.A ; Erreger et al., 2004). Ainsi, les récepteurs GluN1/GluN2A se désactivent 
avec un temps caractéristique d’environ 40 ms, contre 2 s pour les récepteurs GluN1/GluN2D, 
les sous-unités GluN2B et GluN2C conférant une vitesse de dissociation du glutamate 
intermédiaire (τoff ~ 300 ms ; Vicini et al., 1998; Erreger et al., 2004). Ces cinétiques 
disctinctes confèrent aux divers sous-types de rNMDAs des propriétés de transfert de charge 
très différentes. Ainsi, malgré leur probabilité d’ouverture maximale (Po ~ 0.1-0.2),  
largement inférieure à celle des récepteurs GluN1/GluN2A (Po ~ 0.4-0.5) les récepteurs 
GluN1/GluN2B transfèrent une charge unitaire deux fois supérieure à celle transférée par les 
récepteurs GluN1/GluN2A. Par conséquent, à des fréquences de stimulation faibles, 
inférieures à 1 Hz (typiquement utilisée pour induire la LTD), les récepteurs GluN1/GluN2B 
portent une charge plus importante que les récepteurs GluN1/GluN2A (Erreger et al., 2005). 
Etant donné que les perméabilités calciques de ces deux types de rNMDAs sont égales 
(Schneggenburger, 1996), les récepteurs ayant incorporé la sous-unité GluN2B laissent entrer 
une quantité de calcium plus importante à faible fréquence de stimulation. Par contre, des 
fréquences de stimulation élevées ne laissent à aucun rNMDA le temps de dissocier le 
glutamate, et ne discriminent donc pas les différents sous-types en fonction de leur vitesse de 
désactivation mais en fonction de leur probabilité d’ouverture maximale (Erreger et al., 2005). 
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2.2.2. Récepteurs AMPA 
 
Les rAMPAs sont les acteurs majeurs de la transmission glutamatergique rapide dans le SNC 
(Attwell & Gibb, 2005 ; Traynelis et al., 2010). Perméables aux cations monovalents Na+ et 
K+ (avec des perméabilités comparables pour les deux cations), les rAMPAs ont un potentiel 
d’inversion proche de 0 mV, comme les autres iGluRs (Jahr & Stevens, 1987). La plupart des 
rAMPAs sont des hétérotétramères, formés par l’assemblage symétrique de deux dimères, qui 
associent généralement deux sous-unités GluA2 à deux sous-unités GluA1, GluA3 ou, plus 
rarement, GluA4 (Greger et al., 2007 ; Mayer, 2005). 
 
  Les quatre sous-unités GluA sont soumises à l’épissage et à l’édition de leur ARN 
(Dingledine et al., 1999 ; Greger et al., 2003 ; Penn & Greger, 2009). Il existe quatre 
modifications majeures : l’épissage alternatif nommé flip/flop et présent dans les quatre sous-
unités, l’épissage alternatif en C-terminal qui concerne GluA2 et GluA4, l’édition Q/R 
uniquement dans la sous-unité GluA2, et l’édition R/G dans les sous-unités GluA2, GluA3 et 
GluA4 (Seeburg et al., 1998). Ces modifications post-traductionnelles augmentent 
considérablement la diversité fonctionnelle des rAMPAs. L’isomérisation entre les formes flip 
et flop est due à un segment variable de 38 acides-aminés (Sommer al., 1990) dont l’identité 
contrôle diverses caractéristiques biophysiques du récepteur. Les études portant sur la 
désensibilisation des rAMPAs (voir Introduction 2.2.8), ont montré que les récepteurs ayant 
incorporé le variant « flop » désensibilisaient plus rapidement que les récepteurs ayant le 
variant « flip » (Mosbacher et al., 1994). Les distributions spatiales et temporelles de 
l’expression de ces deux isoformes sont différentes (Lambolez et al., 1992 ; Monyer et al., 
1991 ; Sommer et al., 1990). Un autre épissage alternatif, en C-terminal, se rencontre dans les 
sous-unités GluA2 et GluA4 (Gallo et al., 1992 ; Kohler et al., 1994) et donne lieu à des 
queues C-terminales de taille variable, les formes les plus longues présentant à leur extrémité 
des séquences de liaison à certains PDZ. Les protéines contenant ces domaines ont un rôle 
primordial dans l’ancrage des récepteurs à la densité post-synaptique, ce qui rend l’épissage 
critique pour le contrôle du trafic des rAMPAs à la synapse (Bredt & Nicoll, 2003).  
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Par ailleurs, l’ARN de la sous-unité GluA2 contient une glutamine, résidu neutre, qui 
peut être éditée en arginine, résidu chargé positivement. Le site Q/R (appelé Q/R/N car le 
résidu homologue, dans les rNMDAs, est une asparagine) occupe une position stratégique 
dans la lumière du canal ionique, d’où il contrôle notamment la sélectivité calcique : de par sa 
charge positive, l’arginine constitue une barrière électrostatique aux ions divalents Ca2+. Les 
récepteurs ayant incorporé la sous-unité GluA2 sont donc imperméables au calcium (Hume et 
al., 1991 ; Burnashuev et al., 1992b ; Hollmann et al., 1991). Etant donné que la majorité des 
rAMPAs chez l’adulte contient la sous-unité GluA2, à l’exception notable de ceux présents 
dans certains interneurones GABAergiques (Goldberg et al., 2003), les rAMPAs ne laissent 
généralement pas passer les ions calciques, et permettent donc de limiter l’excitotoxicité 
induite par un excès de Ca2+ (Hume et al., 1991 ; Greger al., 2003 ; Isaac et al., 2007).  De 
plus, l’arginine induit aussi une gêne électrostatique pour les cations monovalents K+ et Na+, 
ce qui a pour effet de diminuer fortement la conductance unitaire. Un deuxième site d’édition, 
le site R/G concerne les sous-unités GluA2-4. Cette édition, qui a lieu au sein du domaine de 
liaison de l’agoniste, intervient dans environ 50 % des rAMPAs du cerveau humain. Cette 
édition influence les cinétiques d’activation et la dimérisation entre sous-unités (Greger et al., 
2006 ; Lomeli et al., 1994 ; Seeburg, 1996).  
 
 Une fois le récepteur formé, les extrémités C-terminales des rAMPAs sont soumises à 
diverses modifications post-traductionnelles. On dénombre ainsi plusieurs sites de 
phosphorylation, par les protéines kinases PKA, PKC et la CaMKII (Blackstone et al., 1994 ; 
Tan et al., 1994), de glycosylation (Everts et al., 1997), de palmitoylation, d’ubiquitination, 
ainsi que des interactions avec les protéines d’échafaudage (Roche et al., 1996 ; Anggono & 
Huganir, 2012 ; Henley et al., 2011 ; Shepherd & Huganir, 2007). Ces modifications des 
domaines C-terminaux sont essentielles à la régulation de l’activité du récepteur, son transport 
à la membrane, sa stabilisation à la synapse et son activation.  
 
 Les rAMPAs sont concentrés majoritairement sur la membrane post-synaptique, au 
niveau des épines dendritiques (Craig et al., 1993). Selon les synapses, ils sont plutôt 
distribués de manière homogène sous le site de libération du glutamate (Masugi-Tokita et al., 
2007), ou localisés à la périphérie de la synapse (Matsubara et al., 1996 ; Masugi-Tokita et al., 
2007). On trouve également des rAMPAs extra-synaptiques (Nusser et al., 1998) et pré-
Première Partie  Introduction 
46 
 
synaptiques (Matsubara et al., 1996 ; Schenk et al., 2003). Les rAMPAs extra-synaptiques 
diffusent librement dans la membrane plasmique, mais perdent leur mobilité une fois à la 
synapse. Ils formeraient ainsi un « réservoir» de rAMPAs postsynaptiques  (Borgdorff & 
Choquet, 2002) (Fig 2.5). En accord avec cette hypothèse, il a été montré que les rAMPAs 
post-synaptiques désensibilisés pouvaient être remplacés rapidement (en quelques dizaines de 
millisecondes) par des récepteurs extra-synaptiques (Heine et al., 2008). Ce mécanisme 
permet d’expliquer, en partie, comment la transmission glutamatergique peut être récupérée 
après une dépression synaptique rapide. Enfin, les rAMPAs pré-synaptiques jouent un rôle 
dans la modulation de la libération de neurotransmetteurs (Lee et al., 2002 ; Pinheiro & 
Mulle, 2008). Par exemple, aux synapses entre les cellules en panier et les cellules de 
Purkinje, les rAMPAs pré-synaptiques sont activés par le glutamate libéré par les fibres 
parallèles voisines (phénomène de « spill-over ») et diminuent la libération de GABA. Ces 
rAMPAs pré-synaptiques auraient en outre une action de type métabotropique, en activant des 
cascades intracellulaires indépendamment de tout flux ionique (Schenk & Matteoli, 2004). 
 
 
 
 
Figure 2.5. Les récepteurs AMPA s’associent avec les protéines CNIH et TARP. Les TARPs sont 
impliqués dans l’expression surfacique et la localisation synaptique des rAMPAs. Les rAMPAs sont 
stabilisés à la synapse via des interactions entre les domaines PDZ de la protéine TARP (une fois 
phosphorylée) et de la protéine PSD-95. De Straub & Tomita., 2012 
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L’activité des rAMPAs est également modulée par des protéines intégrales de 
membrane, appelées protéines auxiliaires, avec lesquelles ils interagissent (Sumioka, 2013 ; 
Nicoll et al., 2006). Parmi ces protéines auxiliaires, les protéine TARPs (Transmembrane 
AMPA receptor Regulatory Proteins), dont la stargazine (aussi connue sous le nom de TARP 
γ2), sont les plus étudiées (Fig. 2.5). Des immunoprécipitations d’extraits de cerveaux ont 
montré que les TARPs interagissaient de façon robuste et exclusive avec les sous-unités de 
rAMPA (Fukata et al., 2005 ; Tomita et al., 2003 ; Tomita et al., 2004). La liaison de la 
protéine TARP change les propriétés cinétiques des rAMPAs. On observe par exemple une 
augmentation de l’affinité apparente pour le glutamate (Priel et al., 2005 ; Tomita et al., 
2005), une augmentation du plateau à saturation et un ralentissement des cinétiques de 
désensibilisation et de désactivation (Priel et al., 2005 ; Tomita et al., 2005 ; Turetsky et al., 
2005), qui s’accompagnent d’une augmentation de la conductance unitaire (Tomita et al., 
2005). Des travaux récents, combinés à un criblage protéomique ont montré que vingt et une 
autres protéines, essentiellement transmembranaires, pouvaient lier les rAMPAs à la synapse 
formant ainsi des complexes macromoléculaires massifs (jusqu’à 1 million de Dalton ; 
Schwenk et al., 2012). 
 
 
2.2.3. Récepteurs kainate 
 
Les récepteurs kainate (rKAs) sont exprimés de façon ubiquitaire dans le SNC. Bien qu’ils 
soient relativement peu impliqués dans la signalisation excitatrice post-synaptique rapide per 
se (ne contribuant pas ou peu au PPSE), les rKAs jouent un rôle important dans le contrôle de 
l’activité des circuits neuronaux, et le développement des synapses (Contractor et al., 2011 ; 
Copits & Swanson, 2012 ; Sihra et al., 2013). Chez les humains, les rKAs ont été mis en 
cause dans un certain nombre de pathologies neurologiques, notamment les douleurs 
chroniques, l’épilepsie et les migraines (Jane et al., 2009). 
 
 Les rKAs sont codés par cinq gènes appartenant à deux sous-familles disctinctes, 
GluK1-3 (anciennement GluR5-7) et GluK4-5 (anciennement KA1-2). Clonée au début des 
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années 90, GluK1 présente  ~40 % d’homologie avec les sous-unités des rAMPAs (Bettler et 
al., 1990). Par la suite seront clonés GluK2 et GluK3, aux propriétés pharmacologiques et 
biophysiques proches de celles de GluK1 (Bettler et al., 1992 ; Egebjerg et al., 1991), puis 
GluK4 et GluK5, caractérisées par leur haute affinité pour le glutamate. De manière générale, 
leurs propriétés fonctionnelles sont assez semblables à celles des rAMPAs (activation et 
désensibilisation rapides) (Fig. 2.6). Les sous-unités GluK1-3 peuvent former des récepteurs 
homomériques ou hétéromériques, alors que les sous-unités GluK4-5, ne forment des canaux 
fonctionnels qu’en association hétéromérique avec au moins un type de sous-unité GluK1-3 
(Werner et al., 1991; Copits & Swanson, 2012 ; Perrais et al., 2009). 
 
De même que pour les rAMPAs, les propriétés biophysiques de base des rKAs sont en 
partie déterminées par l’épissage alternatif et l’édition de leurs ARNs, notamment l'épissage. 
de l’extrémité C-terminale des sous-unités GluK1-3, similaire à celui des sous-unités de 
rAMPA (Sommer et al., 1990 ; Schiffer et al., 1997). Cet épissage jouerait un rôle dans les 
diverses interactions entre les rKAs et des protéines intracellulaires impliquées dans 
l’adressage et l’ancrage des récepteurs à la membrane plasmique (Schiffer et al., 1997). En 
outre, les sous-unités GluK1 et GluK2 sont sujettes à l’édition de leur ARN, au niveau du site 
Q/R (sur la « p-loop » ou segment M2 du canal ionique). L’arginine présente dans les sous-
unités éditées contrôle la perméabilité aux cations (Burnashev, 1996 ; Kohler et al., 1993). 
Néanmoins, contrairement à la sous-unité GluA2, cette édition n’est pas systématique mais 
sujette à des régulations temporelles et spatiales (Bernard & Khrestchatisky, 1994; 
Grigorenko et al., 1998). Les rKAs ayant incorporé les sous-unités éditées sont peu 
perméables aux ions Ca2+ et se caractérisent par une faible conductance unitaire (Egebjerg & 
Heinemann, 1993 ; Swanson et al., 1996). Il est à noter que deux autres sites d’édition, les 
sites I/V et Y/C, localisés sur le segment transmembranaire TM1, ajoutent encore à la 
diversité des rKAs. En conclusion, la perméabilité calcique des canaux des rKAs est variable, 
et dépend de l’édition à la fois des segments M1 et M2 (Kohler et al., 1993 ; Traynelis & 
Wahl, 1997). Les rKAs peuvent aussi être phosphorylés par la PKA, ce qui les potentialise, et 
déphosphorylés par la calcineurine, ce qui les inhibe. Ces modulations reflètent les 
changements de Po des récepteurs (Traynelis & Wahl, 1997). Enfin, l’état de glycosylation de 
ces récepteurs semble contrôler leur expression ainsi que leurs propriétés fonctionnelles 
(Everts et al., 1997). 
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Figure 2.6.  Propriétés biophysiques des récepteurs kainate. A- Enregistrement de courants 
unitaires induits par la liaison de glutamate, en configuration « outside-out ». La somme de 45 d’entre 
eux est représentée en B. C- Courant individuel moyen montrant la réponse des rKA-GluK2 à une 
application longue de glutamate et leur désensibilisation quasi totale. D-Distributions des 
conductances unitaires du rKA-GluK2.  De Dawe et al., 2013. 
 
 
En fonction de leur composition en sous-unités et des modifications post-
transcriptionnelles et post-traductionnelles de leurs sous-unités, les rKAs sont présents plutôt 
sur la membrane pré-synaptique ou la membrane post-synaptique (Jaskolski et al., 2005). 
Cependant, comme mentionné plus haut, la contribution des rKAs au courant post-synaptique 
excitateur (EPSC), si elle existe bien (Vignes & Collingridge, 1997; Mulle et al., 1998), est 
généralement bien plus faible que celle des rAMPAs. Ainsi, les rKAs, dont la localisation est 
plutôt pré-synaptique, ont surtout un rôle de modulateur de l’activité synaptique, notamment 
en régulant la libération de glutamate. En effet, leur activation, en dépolarisant la terminaison 
axonale, induit une entrée de calcium via les canaux calciques activés par le potentiel (qui 
sont responsables de la fusion vésiculaire), ce qui favorise la libération synaptique de 
glutamate (Frerking et al., 2001). Au contraire, certains rKAs pré-synaptiques possédant une 
activité métabotropique peuvent inhiber la libération vésiculaire (Rozas et al., 2003). Enfin, il 
a été proposé que certains rKAs post-synaptiques contenant la sous-unité GluK2 pourraient 
aussi jouer un rôle de type métabotropique, en augmentant l’excitabilité de la membrane post-
synaptique (Ruiz et al., 2005; Rodriguez-Moreno & Sihra, 2007). 
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2.2.4. Récepteurs delta 
 
La famille des récepteurs delta se décompose en deux groupes, les récepteurs δ1ou GluD1 et 
δ2 ou GluD2 (Schmid & Hollmann, 2008), qui présentent une homologie faible, environ 25 
%, avec les trois autres familles d’iGluRs (Yamazaki et al., 1992 ; Lomeli et al., 1993). La 
sous-unité GluD1, peu étudiée, est exprimée de façon transitoire dans plusieurs régions du 
SNC, au début du développement (Lomeli et al., 1993). Elle est fortement exprimée dans les 
cellules ciliées des systèmes auditifs et vestibulaires du cerveau adulte de souris (Safieddine 
& Wenthold, 1997). 
 
On surnomme ces récepteurs les récepteurs orphelins (« orphans receptors ») car ils ne 
forment pas de canal ionique activé par le glutamate et on ne connaissait jusqu’à présent 
aucun ligand capable d’activer ces récepteurs. Récemment, la D-serine a été découverte 
comme ligand endogène de GluD2. En effet, les structures cristallographiques des domaines 
agonistes de GluD2 dans leur forme apo et en complexe avec la D-sérine ont permis 
d’identifier la poche de liaison de la D-sérine sur l’ABD de GluD2 et les changements 
structuraux causés par cette liaison. Néanmoins, aucun courant n’a pu être détecté lorsque la 
D-sérine ou la glycine (1 mM) est appliquée sur des ovocytes injectés avec l’ADNc codant 
pour le récepteur GluD2 de type sauvage (Naur et al., 2007). Les ABDs des récepteurs delta 
semblent jouer un rôle important dans le phénotype silencieux de ces récepteurs car des 
chimères obtenues en remplaçant l’ABD de GluD2 par ceux des rAMPAs ou rKAs forment 
des canaux ioniques fonctionnels, activés par le glutamate (Schmid et al., 2009).  
 
 La caractérisation de GluD2 la plus aboutie provient de l’étude des mutants Lurcher. 
La mutation Lurcher correspond à la substitution d’une alanine par une thréonine dans le 
motif très conservé de la région transmembranaire M3 –SYTANLAA654F. Il s’agit d’une 
mutation spontanée et à dominance incomplète, causant des déficits neurologiques et qui 
touche spécifiquement les sous-unités GluD2 (Zuo et al., 1997). Les souris hétérozygotes pour 
cette mutation (Lurcher +/-) sont ataxiques, suite à la mort sélective par apoptose des cellules 
de Purkinje du cervelet pendant le développement post-natal (Kashiwabuchi et al., 1995). Les 
souris homozygotes pour ce gène (Lurcher -/-) meurent peu après la naissance à cause d’une 
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perte massive de certains neurones dans le mésencéphale et le cerveau postérieur, pendant 
l’embryogenèse (Cheng & Heintz, 1997). En fait, cette mutation induit de forts courants de 
fuite Na+ et Ca2+ dans les cellules de Purkinje, menant à la mort de ces cellules par 
excitotoxicité (Zuo et al., 1997). Ces récepteurs constitutivement actifs ("piégés" en 
conformation ouverte) possèdent des propriétés de perméabilité semblables à celles des autres 
iGluRs (Kohda et al., 2000). Par ailleurs, l’étude en système recombinant des récepteurs 
GluD2 ayant incorporé la mutation Lurcher a permis d’établir que la D-sérine, en plus de se 
lier à ces récepteurs, les inhibe en les faisant entrer dans un état de type désensibilisé (Naur et 
al., 2007; Hansen et al., 2009). La sous-unité GluD2, exprimée principalement dans les épines 
dendritiques des cellules de Purkinje, joue donc un rôle primordial dans l’organisation et le 
fonctionnement du cervelet. Elle est aussi impliquée dans les processus de synaptogenèse, de 
plasticité synaptique et de coordination motrice (Lomeli et al., 1993 ; Williams et al., 2003). 
Récemment, il a été montré que la D-serine agissait comme ligand endogène de GluD2 pour 
réguler la LTD ("Long-Term Depression") aux synapses entre les fibres parallèles et les 
cellules de Purkinje, dans le cervelet immature (Kakegawa et al., 2011).  
 
Des études récentes ont apporté des informations concernant le mécanisme d’action de 
GluD2 dans le cervelet. Ainsi, il a été montré par des expériences combinant 
immunocytochimie, électrophysiologie et microscopie électronique par cryo-fracture, que la 
sous-unité GluD2 et la protéine soluble Cbln1, sécrétée par les cellules granulaires du 
cervelet, participaient à une même voie de signalisation, essentielle à la formation des 
synapses dans le cervelet. Plus précisément, la protéine Cbln1 lie directement le domaine N-
terminal de GluD2 dans les cellules de Purkinje (Matsuda et al., 2010). Le complexe Cbln1-
GluD2 joue un rôle primordial dans la formation des synapses entre les cellules granulaires et 
les cellules de Purkinje, car il régule la différenciation pré-synaptique et favorise l’apparition 
de « clusters » de molécules spécifiques de la synapse. Malgré ces avancées récentes, il reste 
beaucoup à découvrir sur les récepteurs delta, notamment concernant leurs propriétés 
biophysiques et les mécanismes par lesquels ils participent aux fonctions neuronales. 
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2.2.5. Récepteurs NMDA 
 
Le premier ADNc d’une sous-unité de rNMDA, celui de GluN1, a été isolé par clonage 
fonctionnel dans des ovocytes de Xénope au début des années 90 (Moriyoshi et al., 1991). Le 
clonage ultérieur des autres sous-unités de rNMDA, a alors révélé leur importante diversité 
dans le SNC. Trois familles de sous-unités ont été identifiées (Moriyoshi et al., 1991 ; Monyer 
et al., 1992 ; Mori & Mishina, 1995) : GluN1, GluN2, avec quatre membres (GluN2A-D) et 
plus récemment GluN3, avec deux membres (GluN3A-B), soit sept gènes au total pour coder 
l’ensemble des rNMDAs (Fig. 2.7.A ; Matsuda et al., 2002 ; Sugihara et al ., 1992). Il est 
maintenant clairement établi que les rNMDAs forment des assemblées hétéro-tétramériques, 
associant le plus souvent deux sous-unités GluN1 et deux sous-unités GluN2 (Cull-Candy & 
Leszkiewicz, 2004 ; Paoletti & Neyton, 2007 ; Paoletti, 2011 ; Paoletti et al., 2013). Les 
rNMDAs incorporant les sous-unités GluN3 forment des complexes soit dihétéromériques 
(GluN1/GluN3) soit trihétéromériques (GluN1/GluN2/GluN3) (Traynelis et al., 2010 ; 
Paoletti et al., 2013). L'existence d'un tel répertoire de sous-unités permet de nombreuses 
combinaisons au sein d'un complexe récepteur tétramérique et est à l'origine, dans le SNC de 
multiples populations de rNMDAs fonctionnellement distinctes (Fig. 2.7.C). 
 
 
2.2.5.1  Diversité moléculaire et distribution des sous-unités 
 
La sous-unité GluN1 est encodée par un gène unique dont il existe huit variants d'épissage 
(GluN1-1a à 4a et GluN1-1b à 4b), qui concernent trois exons : l’exon 5, codant pour un 
segment extracellulaire de 21 acides-aminés dans le NTD (appelée "cassette N1") et deux 
exons adjacents, l’exon 21 et l’exon 22, qui encodent des séquences de respectivement 37 et 
38 acides-aminés dans le CTD (cassettes C1 et C2)  (Fig. 2.7.A ; Dingledine et al., 1999 ; 
Paoletti et al., 2013). La cassette N1, riche en résidus basiques affecte les propriétés 
fonctionnelles du récepteur, notamment l’affinité du récepteur pour les agonistes, leur 
sensibilité au zinc et au proton (Hollman et al., 1993 ; Paoletti et al., 1997 ; Traynelis et al., 
1995, 1998 ; Vance et al., 2011). Cette cassette mimerait aussi l’action de la spermine 
Chapitre 2  Les récepteurs du glutamate 
53 
 
(Durand et al., 1993 ; Masuko et al., 1999). L’isoforme GluN1-1a, qui ne contient pas cette 
cassette (par opposition à l’isoforme "b"), est utilisée très majoritairement pour les études sur 
les récepteurs recombinants. La famille GluN2 est composée de quatre membres (GluN2A-D) 
encodés par quatre gènes différents, tandis que la famille GluN3 n'en contient que deux 
encodés par deux gènes distincts (GluN3A et GluN3B). Les sous-unités rNMDAs sont les 
plus longues de toutes parmi les iGluRs puisqu'elles comptent entre 900 et 1500 acides 
aminés, GluN1 étant la plus courte et GluN2B la plus longue. Cette variabilité dans les tailles 
des sous-unités iGluRs provient essentiellement d’une différence dans la longueur de leur 
queue C-terminale intracellulaire.  
 
 
Figure 2.7.  Diversité des sous-unités des récepteurs NMDA, structure et localisation. A. Sept 
gènes de rNMDA ont été clonés : GluN1, GluN2A-D et GluN3A-B. Cette hétérogénéité est renforcée 
par l’épissage alternatif des sous-unités GluN1 et GluN3A. B. L’ensemble des sous-unités partage une 
topologie commune, avec quatre domaines : le NTD, l’ABD, le TMD et le CTD. Les rNDMAs 
disposent de nombreux sites de liaison pour de petits ligands extracellulaires qui agissent comme 
modulateurs allostériques (positifs,  + , ou négatifs , - ). Le modèle d’un rNMDA entier a été obtenu 
par analogie avec les structures des NTDs de GluN1/GluN2B (Karakas et al., 2011), des ABDs de 
GluN1/GluN2A (Furukawa et al., 2005), et la région transmembranaire du rAMPA-GluA2 
(Sobolevsky et al., 2009). C. Différentes populations de rNMDAs di-hétéromériques et tri-
hétéromériques sont exprimés dans le SNC (haut). Le profil de développement des sous-unités GluN2 
et GluN3 de rNDMA dans un cerveau de souris, depuis la naissance jusqu’à l’adulte. D’après Paoletti 
et al., 2013 
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La sous-unité GluN1, obligatoire pour obtenir des récepteurs fonctionnels, est 
exprimée de façon ubiquitaire dans le SNC, qu'il soit embryonnaire ou adulte (Akazawa et al., 
1994). Cependant, on observe certaines variations selon le variant d'épissage, en fonction du 
stade de développement et de la localisation dans le SNC (Fig. 2.8, bas). Dans la majeure 
partie des régions cérébrales, les isoformes "a" sont dominantes, même s'il existe quelques 
exceptions, notamment dans le cervelet. Le schéma d'expression des sous-unités GluN2 
dépend à la fois du stade de développement et de la région du SNC concernée (Fig. 2.7.C. et 
2.8, haut ; Watanabe et al., 1993 ; Akazawa et al., 1994 ; Monyer et al., 1994). Dans le 
cerveau embryonnaire, seules les sous-unités GluN2D et GluN2B sont exprimées, 
principalement dans le mésencéphale pour GluN2D et abondamment dans le cortex, le 
thalamus et la moelle épinière pour GluN2B. Deux semaines après la naissance, le « pattern » 
d'expression des sous-unités GluN2 a évolué. Alors que l'expression de GluN2A augmente 
graduellement, celle de la sous-unité GluN2B, suite à un pic vers les 7-10 jours après la 
naissance, est  progressivement restreinte à des zones du prosencéphale (cortex, hippocampe, 
striatum, bulbe olfactif), où elle est toujours fortement exprimée. La sous-unité GluN2C 
apparait tardivement, seulement 7 jours environ après la naissance et reste confinée 
principalement dans les cellules granulaires du cervelet (Watanabe et al., 1993).  Après la 
naissance, l’expression de GluN2D chute fortement et, chez l’adulte, la sous-unité n’est plus 
que faiblement présente dans le diencéphale et le tronc cérébral. Dans l’hippocampe adulte, 
les sous-unités GluN2A et GluN2B sont majoritaires dans les cellules pyramidales, tandis que 
GluN2C et GluN2D apparaissent dans différents sous-types d’interneurones. Rappelons enfin 
que, dans de nombreuses régions cérébrales, on peut retrouver exprimées, dans un même 
récepteur, deux types de sous-unités GluN2. Des récepteurs trihétéromériques ont ainsi été 
décrits dans le prosencéphale (GluN1/GluN2B/GluN2D) ou dans le cervelet 
(GluN1/GluN2A/GluN2C) (Sheng et al., 1994 ; Didier et al., 1995 ; Chazot & Stephenson, 
1997). Par ailleurs, les sous-unités GluN3A et GluN3B ont un profil ontogénétique unique 
(Henson et al., 2010 ; Low & Wee, 2010). L'expression de GluN3A suit une courbe en cloche 
avec un maximum huit jours après la naissance tandis que celle de GluN3B, faible à la 
naissance augmente progressivement jusqu'au stade adulte.  La sous-unité GluN3B, dont la 
répartition dans le SNC est ubiquitaire, joue probablement un rôle important dans les 
fonctions des rNMDAs adultes. Le récepteur dihétéromérique GluN1/GluN3, activé 
uniquement par la glycine (Nilsson et al., 2007 ; Yao & Mayer, 2006), n'a été observé qu'en 
système recombinant (Chatterton et al., 2002) et non in vivo (ou exceptionnellement ; Pina-
Crespo et al., 2010). En réalité, il est fort probable que la sous-nuité GluN3 ne soit présente 
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qu'au sein de récepteurs trihétéromériques GluN1/GluN2/GluN3. Ces trihétéromères se 
caractérisent par des propriétés biophysiques uniques et des courants plus faibles que les 
récepteurs GluN1/GluN2.  
 
 
.  
 
Figure 2.8. Distribution spatiale et temporelle des sous-unités des récepteurs NMDA dans le 
SNC. A. Evolution post-natale de la distribution des ARN codant pour les sous-unités GluN1 et 
GluN2A-D dans des cerveaux de rats âgés (coupe sagittale). B. Expression des ARNm des variants 
d’épissage 1a et 1b de la sous-unité GluN1 dans le SNC, à P12 (sections horizontales). D’après 
Akazawa et al., 1994 (A) et Laurie & Seeburg, 1994 (B). 
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Principalement post-synaptiques, les rNMDAs ont aussi été détectés sur des sites 
extra-synaptiques, d’où ils peuvent être recrutés pour remplacer les récepteurs synaptiques 
(Tovar & Westbrook, 2002). La diffusion latérale des rNDMAs dans la membrane est 
cependant plus lente que celle observée pour les rAMPAs, et dépend à la fois de la nature de 
la sous-unité GluN2 présente et de l’état de phosphorylation du récepteur (Groc et al., 2004, 
2006). On peut aussi trouver des rNMDAs sur la membrane pré-synaptique, où ils peuvent 
influencer la libération de neurotransmetteurs (Harris & Petit, 2007 ; Bidoret et al., 2009; 
Zhang & Diamond, 2009 ; Petralia et al., 2010). La composition en sous-unités varie d'un site 
à l'autre (la sous-unité GluN2B par exemple est particulière abondante aux sites 
extracellulaires), sans pour autant respecter une répartition simple des sous-unités en fonction 
de la région subcellulaire (Cull-Candy & Leszkiewicz, 2004 ; Köhr, 2006). Enfin, les 
rNMDAs sont présents non seulement dans les neurones mais aussi dans les cellules gliales, 
notamment dans les oligodendrocytes, où leur composition est enrichie en GluN2C et 
GluN3A (Traynelis et al., 2010). 
 
Les rNMDAs GluN1/GluN2 nécessitent la liaison de deux agonistes différents pour 
être activés : le glutamate qui se fixe sur la sous-unité GluN2, mais aussi un co-agoniste, qui 
peut être la glycine (Johnson & Ascher, 1987; Kleckner & Dingledine, 1988) ou la D-sérine 
(Matsui et al., 1995) et qui se fixe sur la sous-unité GluN1. La D-sérine, ligand 
fonctionnellement identique à la glycine (Mothet et al., 2000), est surtout détectée dans le 
cerveau antérieur où elle serait le co-agoniste endogène préférentiel des rNMDAs (Schell, 
2004 ; Papouin et al., 2012). Une étude récente (Papouin et al., 2012) a confirmé le rôle 
important de la D-sérine. De façon interessante, ils ont mis en évidence une utilisation 
différentielle de la glycine et de la D-sérine dans le CA1 de l'hippocampe : les récepteurs 
synaptiques sont sensibles à la D-sérine tandis que les récepteurs extrasynaptiques sont 
sensibles à la glycine  La présence du co-agoniste étant obligatoire pour l’activation des 
rNMDAs, des variations de la concentration locale de co-agoniste peuvent moduler les 
réponses NMDA. Par exemple, l’activité des rNMDAs peut être régulée par les astrocytes, 
cette classe de cellule gliale pouvant synthétiser et libérer de la D-sérine (Panatier et al., 
2006). 
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2.2.5.2 Propriétés biophysiques 
 
Les rNMDAs "classiques" (sans la sous-unité GluN3) ont des propriétés biophysiques 
spécifiques qui les distinguent des autres iGluRs, rAMPA et rKAs notamment (Fig. 2.9.B ; 
Dingledine et al., 1999). Tout d'abord, leur activation requiert la présence de deux agonistes, 
glutamate et glycine (ou D-sérine). Ensuite, les courants rNDMAs sont dépendants du 
potentiel : ils ne peuvent s'activer qu'après dépolarisation de la membrane, afin de relever le 
blocage exercé par les ions Mg2+ extracellulaires sur le canal. En effet, des concentrations 
physiologiques de Mg2+ dans le milieu extracellulaire (1-2 mM) inhibent fortement les 
réponses des rNMDAs au potentiel électrique (négatif) de repos des neurones. Ainsi, à -60 
mV, l’inhibition est quasi-totale, alors qu’elle est inexistante aux potentiels dépolarisés. Cette 
sensibilité au blocage magnésium confère aux rNMDAs le rôle de détecteurs de coïncidence 
capables d'intégration synaptique, entre éléments pré- et post-synaptiques. De fait, pour qu’il 
y ait activation des rNMDAs post-synaptiques il faut que les éléments pré-synaptiques 
libèrent du glutamate, et donc qu’ils soient dépolarisés. Puis pour que les ions traversent leur 
canal, il faut que les éléments post-synaptiques aussi soient dépolarisés pour lever le blocage 
par les ions. Les rNMDAs sont également perméables au Ca2+ contrairement à la majorité 
des iGluRs. Ensuite, les rNDMAS se caractérisent par des cinétiques d'activation et de 
désactivation lentes, comparées à celles des rAMPAs et rKAs (Fig. 2.9.A). En effet, ils 
s’activent en quelques millisecondes et prennent plusieurs dizaines voire centaines de 
millisecondes pour se désactiver. Enfin, leur activité est sujette à de multiples modulations 
induites par des composés extracellulaires, habituellement des petites molécules ou des ions, 
dont certains, comme H+ et Zn2+ sont présents de façon endogène dans le SNC, agissant sur le 
récepteur comme modulateurs allostériques. L'ensemble de ces propriétés confèrent aux 
rNMDAs un rôle essentiel dans l’initiation de diverses formes de plasticité synaptique 
comme la plasticité à long terme (LTP) et la dépression à long terme (LTD), essentielles aux 
phénomènes d’apprentissage et de mémoire (Bliss & Collingridge, 1993). Ces propriétés, de 
même que leur sensibilité aux agonistes, leur conductance unitaire et leur probabilité 
d’ouverture maximale sont très variables selon les sous-unités composant le récepteur, le type 
de sous-unité GluN2 incorporée étant la principale source de cette diversité fonctionnelle (Fig. 
2.9 ; Cull-Candy & Leszkiewicz, 2004 ; Paoletti & Neyton, 2007 ; Paoletti et al., 2013). 
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Figure 2.9. Propriétés biophysiques des différents sous-types de récepteurs NDMA, selon les 
sous-unités GluN1 et GluN2 incorporées. A. Cinétiques de désactivation de rNMDAs activés par 
des applications courtes (1 ms) de glutamate en conditions saturantes (1 mM). Les cinétiques sont 
beaucoup plus rapides dans le cas des rNMDAs contenant GluN2A. B. Les différents sous-types de 
rNMDAs se caractérisent par des propriétés biophysiques distinctes. La conductance unitaire (γ), la 
probabilité maximale d’ouverture (Po), l’affinité pour les agonistes glycine et glutamate (EC50), la 
constante de temps de désactivation (τoff), la sensibilité au bloc Mg2+ (IC50 à -100 mV) et la 
perméabilité calcique (pCa/pCs) sont représentées. D’après Paoletti et al., 2013. 
 
 
Affinité des rNMDAs pour leurs agonistes 
 
L’affinité pour les agonistes est fortement dépendante de la sous-unité GluN2 incorporée au 
rNMDA (Fig.2.9.B ; Paoletti, 2011). Par exemple, si le site de liaison de la glycine est bien 
commun à tous les sous-types de rNMDAs, son affinité dépend de la sous-unité GluN2 
présente (Monyer et al., 1992; Mori & Mishina, 1995). Par ailleurs, la liaison du glutamate sur 
GluN2 réduit l’affinité apparente du récepteur pour la glycine sur GluN1 et vice-versa. On 
parle de couplage négatif entre site glycine et site glutamate (Regalado et al., 2001). Les 
interactions moléculaires directes entre les ABDs des sous-unités GluN1 et ceux des sous-
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unités GluN2 au sein d’un hétérodimère GluN1/GluN2 (unité fonctionnelle au niveau des 
ABDs ; voir 2.2.6.1  ) participent probablement à ce phénomène (Regalado et al., 2001), mais 
pas seulement : il a été montré récemment que l'identité du NTD de GluN2 influençait 
également l'affinité du récepteur pour la glycine (Yuan et al., 2009).  
 
 L’affinité pour le glutamate diffère également d'un facteur dix entre les différents 
sous-types de rNMDA, les plus sensibles étant les récepteurs contenant GluN2D et les moins 
sensibles, les récepteurs contenant GluN2A, ceux contenant GluN2B ou GluN2C affichant 
une sensibilité intermédiaire. Les cinétiques de désactivation (temps caractéristique de 
diminution du courant après une brève application de glutamate) suivent le même ordre, avec 
les récepteurs GluN1/GluN2A se désactivant nettement plus rapidement (40 ms) que les 
récepteurs GluN1/GluN2D (2s) (Monyer et al., 1994 ; Vicini et al., 1998 ; Yuan et al., 2009). 
Ce paramètre est d'autant plus important qu'il gouverne la durée de la composante lente (due 
aux rNMDAs) des courants post-synaptiques excitateurs (Lester et al., 1990). Il est à noter 
que la nature de la sous-unité GluN1 influence également les cinétiques du récepteur puisque 
la présence de l'exon 5 (isoformes GluN1-b) accélère la désactivation (Rumbaugh et al., 
2000 ; Vance et al., 2012). Les déterminants moléculaires à l'origine de ces différences sont 
eux aussi mal connus. De fait, d'après la structure cristallographique du dimère d'ABDs 
GluN1/GluN2A (pdb 2A5T), les résidus en contact direct avec le glutamate sont strictement 
cconservés dans toutes les sous-unités GluN2. Les différences d'affinité pour le glutamate ne 
proviennent donc pas de la structure de la poche en tant que telle, mais plutôt de la stabilité 
relative du domaine bilobé dans l'état fermé pour chacun des ABDs liant l'agoniste. Les 
interactions interlobes jouent donc un rôle essentiel dans l'affinité des rNMDAs pour le 
glutamate. Il est à noter également que, comme pour la sensibilité à la glycine, les NTDs  (des 
sous-unités GluN2 notamment) ont un rôle dans le contrôle de l'efficacité du glutamate (Yuan 
et al., 2009). 
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Perméabilité ionique, conductance et  bloc magnésium 
 
La conductance ionique unitaire, le blocage par le magnésium et la perméabilité calcique d’un 
rNMDA sont liés à sa composition en sous-unités (Fig. 2.9.B et 2.10 ; Stern et al., 1992 ; 
Dingledine et al., 1999 ; Cull-Candy et al., 2001 ; Paoletti, 2011 ; Paoletti et al., 2013). Les 
récepteurs contenant la sous-unité GluN2A ou GluN2B possèdent de larges conductances 
(avec des valeurs de conductances principale et secondaire d’environ 50 pS et 38 pS 
respectivement) et sont les plus sensibles à l’inhibition par les ions Mg2+ extracellulaires, 
tandis que les récepteurs contenant GluN2C ou GluN2D se caractérisent par des conductances 
plus faibles (avec des valeurs de conductances principale et secondaire d’environ 37 pS et 18 
pS respectivement) et une sensibilité moins importante aux ions Mg2+ (Premkumar et al., 
1997 ; Kuner & Schoepfer, 1996 ; Qian et al., 2005 ; Qian & Johnson, 2006 ; Cull-Candy & 
al., 2001 ; Dingledine et al., 1999 ; Paoletti et al., 2013). La perméabilité calcique est plus 
importante pour les récepteurs contenant GluN2A ou GluN2B que pour ceux contenant 
GluN2C ou GluN2D (Burnashev et al., 1995; Schneggenburger, 1996). Il est à noter que les 
valeurs de perméabilité calcique des rNMDAs sont les valeurs connues les plus élevées au 
sein des canaux activés par des ligands extracellulaires (Rogers & Dani, 1995). Cependant, le 
rôle spécifique de chaque sous-unité dans la perméabilité des rNMDAs est encore mal connu. 
La région M1-M3, qui forme le cœur du canal, est fortement conservée entre les différentes 
sous-unités GluN2, mais les quelques différences qui existent contribuent certainement aux 
différences de propriétés de perméation. 
 
En effet, d’un point de vue moléculaire, la perméabilité ionique des rNMDAs est 
dictée principalement par des résidus de la "P-loop" (région M2) (Burnashev et al., 1992b ; 
Sakurada et al., 1993; Mori & Mishina, 1995). Contrairement aux rAMPAs et aux rKAs, il 
n’y a pas d’édition des ARNs pré-messagers codants pour les sous-unités de rNMDAs, qui 
présentent une asparagine au niveau du site Q/R/N. L’absence de charge positive à ce niveau 
est compatible avec la forte perméabilité calcique des rNMDAs (Jahr and Stevens, 1987; 
Mayer et al., 1987; Ascher & Nowak, 1988 ; Burnashev et al., 1992bchad). Etant donné sa 
position critique, il n’est pas étonnant que le site Q/R/N influence, outre la perméabilité 
calcique, la conductance individuelle (Swanson et al., 1996 ; Traynelis & Wahl, 1997), le bloc 
magnésium (Burnashev et al., 1995 ; Kleckner & Dingledine, 1991 ; Mori et al., 1992), et le 
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blocage du pore par les polyamines (Bowie & Mayer, 1995 ; Kamboj et al., 1995). Par 
ailleurs, le motif DRPEER situé en sortie d’hélice M3 des sous-unités GluN1 contribue 
également à la forte perméabilité calcique des rNMDAs (Watanabe et al., 2002), 
probablement en créant un environnement électrostatique local favorable à l’accumulation des 
ions divalents Ca2+ (Dai & Zhou, 2013) . Enfin, plus récemment, un résidu unique (le site 
S/L) présent sur le segment M3 de GluN2 a été identifié comme un déterminant majeur des 
propriétés du canal, selon la sous-unité GluN2 incorporée (Clarke et al., 2013). Il intervient à 
la fois dans le contrôle "sous-unité dépendant" du blocage magnésium, la perméabilité relative 
au calcium et les conductances individuelles.  
 
 
 
 
 
Figure 2.10. Les différents sous-types de récepteur NMDA GluN1/GluN2 diffèrent dans leurs 
propriétés de perméation. A- Conductances unitaires enregistrées pour des récepteurs 
GluN1/GluN2A et GluN1/GluN2D dans des cellules HEK (1 mM Ca2+ externe, Vh=-85 mV). Les 
lignes pointillées représentent les conductances principales et secondaires (traces de B.S. Retchless et 
J.W.Johnson). B- Blocage par le magnésium extracellulaire (30 µM) pour les récepteurs 
GluN1/GluN2A et GluN1/GluN2D  (d’après Qian et al., 2005). D’après Paoletti, 2011. 
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Probabilités d’ouverture et cinétiques d’activation
 
La probabilité maximale d'ouverture (P
l'état ouvert alors que tous les sites de liaison des agonistes sont occupés, varie 
considérablement selon le sous
pour un récepteur GluN1/GluN2A (~0.5), elle est très faible pour les récepteurs 
GluN1/GluN2C et GluN1/GluN2D
GluN1/GluN2B (~ 0.1) (Wyllie et al., 1998 ; Chen et al., 1999 
al., 2008). En outre, la stabilité des états ouverts des rNMDAs contenant la sous
GluN2C ou GluN2D est significativement plus faible que celle des récepteurs contenant 
GluN2A ou GluN2B. La présence des sous
induit donc une activité faible mais prolongée, tandis que la sous
moindre mesure GluN2B, confèrent au récepteur une activité relativement importante mais 
transitoire.  
 
Figure 2.11.  La nature de la sous
du canal ionique. Enregistrements électrophysiologiques d’un canal unique "one
récepteur GluN1/GluN2A, GluN1/GluN2B ou GluN1/GluN2C, en configuration «
donnant un accès direct à la probabilité d'ouverture Po individuelle
application de 1 mM glutamate et 50 
données issues de Erreger et al., 2005 et Dravid et al., 2008.
 
 
o), c'est à dire la probabilité pour que le canal soit dans 
-type de rNMDAs (Fig. 2.9.B ; 2.11). Relativement élevée 
 (~ 0.01), et intermédiaire pour les récepteurs 
; Erreger et al., 2005; Dravid et 
-unités GluN2C et GluN2D dans un rNDMA 
-unité GluN2A, et, dans une 
 
-unité GluN2  influe sur la probabilité d’ouverture 
. Les rNDMAs sont activés par une 
µM glycine (concentrations saturantes). D’après 
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-unité 
maximale 
-channel patch" de 
 outside-out », 
Paoletti, 2011, 
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2.2.5.3. Modulations allostériques 
 
L'activité des rNMDAs peut être modulée, soit positivement, soit négativement, par des 
petites molécules et ions dont le site de liaison est différent des ABDs et du canal ionique 
(Fig. 2.7.B et 2.12 ; Mony et al., 2009 ; Traynelis et al., 2010). Ces modulateurs, dits 
allostériques, peuvent être endogènes, c'est-à-dire présents naturellement dans le SNC : c'est 
le cas des protons (H+) et du zinc (Zn2+). Ils peuvent également être exogènes, comme c'est le 
cas pour l'ifenprodil, molécule organique de synthèse. D’une façon génerale, les modulateurs 
allostériques présentent trois avantages par rapport aux ligands (agonistes, antagonistes 
compétitifs) se fixant sur les sites de liaison des agonistes, encore appelés sites orthostériques 
: ils n'interfèrent pas directement avec le processus d'activation, etc, du récepteur ; ils ne sont 
généralement pas en compétition avec des ligands endogènes ; et, en visant des régions moins 
conservées que le pore ou les ABDs, les modulateurs allostériques peuvent cibler 
sélectivement certains sous-types de récepteurs, ce qui est rare avec les ligands de sites 
orthostériques (Mony et al., 2011). Ces sites allostériques représentent donc des cibles 
intéressantes d’un point de vue thérapeutique, avec l’espoir d’effets secondaires plus restreints 
que dans le cas d’un ciblage des sites orthostériques (Bertrand & Gopalakrishan, 2007).  
 
 
Figure 2.12.  Le récepteur NMDA possède de nombreux sites de liaison pour des ligands 
extracellulaires, notamment des sites dits allostériques qui lient des petites molécules ou ions 
capables de réguler l’activité du récepteur. Ces sites allosétriques peuvent se situer au niveau des 
domaines NTDs, dans la poche interlobes de GluN2 pour la liaison du zinc ou à l'interface entre les 
NTDs de GluN1 et GluN2B pour celle de l'ifenprodil et de la spermine. De Traynelis et al., 2010 
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Modulation par les protons 
 
Les rNMDAs sont sujets à une inhibition tonique par les protons extracellulaires (Tang et al., 
1993 ; Traynelis & Cull-Candy, 1990 ; Vyklicky, 1990), qui induisent une inhibition totale 
des courants portés par les rNMDAs, en piégeant leur canal dans un état fermé. Lors des 
ischémies cérébrales, l’acidose, en inhibant les rNMDAs, pourrait avoir un rôle protecteur, car 
elle limiterait l’excitotoxicité induite par l’excès de glutamate dans le milieu extracellulaire 
(Giffard et al., 1990). Les protons agissent indépendamment du potentiel de membrane et sans 
changer la sensibilité du récepteur aux agonistes. Au niveau du canal unique, ils réduisent la 
probabilité d'ouverture du canal sans en changer la conductance unitaire (Banke et al., 2005; 
Erreger & Traynelis, 2008). La sensibilité aux protons varie en fonction de l’épissage de la 
sous-unité GluN1 (la cassette N1 diminue la sensibilité au proton ; Traynelis et al., 1995, 
1998) et selon la sous-unité GluN2 présente. Ainsi, elle est la plus élevée pour les récepteurs 
GluN1/GluN2B et GluN1/GluN2D (pH(IC50) ~ 7.5) et la plus basse pour GluN1/GluN2C 
(pH(IC50) ~ 6.6), les récepteurs GluN1/GluN2A ayant une sensibilité intermédiaire (pH(IC50) 
~ 6.9) (Traynelis et al., 1995; Low et al., 2003; Gielen et al., 2009). Les valeurs de l'IC50, 
proches du pH physiologique (~7.3), pour les récepteurs contenant GluN2B ou GluN2D sont 
critiques car la moindre variation de pH, comme cela arrive lors d'événements excitotoxiques 
(Traynelis et al., 1995) aura des répercussions importantes sur l’amplitude des courants. En 
outre, l’inhibition par les protons est intimement liée à la modulation des récepteurs par 
l’ifenprodil, les polyamines et le zinc, car tous altèrent la fonction du rNMDA en déplaçant le 
pKa de senseur proton. Le site de liaison du proton sur le rNMDA, si tant est qu'il soit unique 
et localisé, n'a pas encore été déterminé. Des mutations au niveau des NTDs, des ABDs ou 
encore des TMDs peuvent affecter la sensibilité du récepteur au proton (Low et al., 2003; 
Gielen et al., 2008, Mony et al., 2009). Cependant, les diverses études convergent plus vers 
une localisation du site de liaison des protons, en périphérie du pore, au niveau des « linkers » 
le reliant aux ABDs (Traynelis et al., 2010). Des expériences de mutagenèse ont en effet 
identifié des résidus de M3 et du « linker » M3-S1, près de la porte du canal, qui pourraient 
former le site de liaison du proton. Des séquences divergentes entre GluN2C d’une part et 
GluN2A-B d’autre part, sur le linker « S2-M4 » pourraient quant à elle expliquer la plus faible 
sensibilité des récepteurs GluN1/GluN2C aux protons (Low et al., 2003). 
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Modulation par le zinc endogène 
 
 L’ion divalent Zn2+ est essentiel au développement neuronal, à la maturation et aux 
fonctions neuronales (Fig. 2.13 ; Sandstead, 2013). Les ions Zn2+ qui sont stockés dans des 
vésicules présynaptiques au niveau de certaines synapses glutamatergiques (Paoletti et al., 
2009), sont également de puissants inhibiteurs allostériques des rNMDAs.  
 
 
     
 
Figure 2.13.  Distribution du zinc "libre" dans le cerveau. Les ions Zn2+ histochimiquement 
réactifs (dits ‘zinc libre’) sont révélés par le marquage de Timm. A gauche, coupe sagittale de cerveau 
de rat. Les régions riches en zinc sont, notamment, l’amygdale (am), le striatum (s), le cortex et 
l’hippocampe (h). Au niveau subcellulaire, les ions Zn2+ " libres " se situent dans les vésicules 
synaptiques de certaines terminaisons glutamatergiques. D’après Frederickson et al., 2000. 
 
 
 Découverte pour la première fois sur des rNMDAs natifs (Westbrook & Mayer, 1987), 
cette inhibition met en jeu deux types de mécanismes : un blocage du canal dépendant du 
potentiel, qui ressemble à celui exercé par les ions Mg2+ extracellulaires, et une inhibition 
indépendante du potentiel qui résulte d’une diminution de la Po du canal (Christine & Choi, 
1990 ; Legendre & Westbrook, 1990). La modulation de la Po du canal par le zinc dépend 
fortement des sous-unités composant le récepteur (Fig. 2.14). Les récepteurs GluN1/GluN2A 
sont les rNMDAs les plus sensibles au zinc extracellulaire (IC50 de l'ordre du nanomolaire) et 
les récepteurs contenant GluN2C et GluN2D, les moins sensibles (IC50 de l'ordre de la dizaine 
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de micro-molaire), le récepteur GluN1/GluN2B, ayant une sensibilité intermédiaire (de 
l’ordre du micro-molaire) (Williams, 1996 ; Chen et al., 1997 ; Paoletti et al., 1997 ; Traynelis 
et al., 1998). En réalité, la sensibilité au zinc des récepteurs GluN1/GluN2A est telle que 
même le zinc ambiant présent dans les solutions salines est suffisant pour inhiber de façon 
constitutive ces récepteurs (Paoletti et al., 1997). Paradoxalement, le zinc augmente l’affinité 
apparente des récepteurs GluN1/GluN2A pour l’agoniste glutamate (Paoletti et al., 1997 ; 
Erreger et al., 2005). Le zinc fait donc entrer ces récepteurs dans un état inactif présentant une 
affinité augmentée pour l’agoniste caractéristique des états désensibilisés.  
 
 
 
 
Figure 2.14.  La sensibilité au zinc des récepteurs NMDA dépend de la sous-unité incorporée. 
Inhibition par le zinc Zn2+ des rNDMAs contenant la sous-unité GluN1 associée à la sous-unité 
GluN2A, GluN2B, GluN2C ou GluN2D, exprimés en ovocytes de Xénope, à +50 mV (pour 
s’affranchir d’un blocage du pore aux fortes concentrations de zinc). D’après Rachline et al., 2005 
 
 
 L'inhibition par le zinc des récepteurs GluN1/GluN2A n'est pas totale mais sature à 80% 
du courant maximal (Paoletti et al., 1997). Ce courant résiduel s'explique par le fait que 
l'inhibition de haute affinité par le zinc agit via un renforcement de l'inhibition tonique par les 
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protons (Low et al., 2000 ; Erreger & Traynelis, 2008 ; Gielen et al., 2008). Ainsi, à pH 
physiologique, la concentration en protons n'est pas suffisante pour saturer les sites de liaison 
et par conséquent, l'inhibition par le zinc ne peut donc pas être totale (Fig. 2.15). En revanche, 
à très forte concentration de zinc (> 10 µM), les ions peuvent inhiber totalement les récepteurs 
GluN1/GluN2A et ce même à pH physiologique, en raison de la composante dépendante du 
potentiel (blocage du pore) qui intervient. 
 
 
 
Figure 2.15.  La modulation des récepteurs GluN1/GluN2A par le zinc implique un 
renforcement de l’inhibition par les protons. Gauche- Les courbes dose-réponse du zinc sont 
représentées à différents pH (6.8, 7.3 et 8.0). Les réponses sont dépendantes du pH, avec des IC50 
respectifs de 74,3 nM, 24 nM et 4,46 nM.  A pH acide, l’inhibition maximale par le zinc est plus 
importante qu’à pH alcalin. (D’après Low et al., 2000). Droite- Modèle représentant les événements 
moléculaires contribuant à la "désensibilisation" rapide des rNDMAs GluN1/GluN2A . Le modèle est 
base sur un mécanisme en quatre étapes : (1) le glutamate se fixe dans la crevasse interlobes du NTD 
de GluN2A ; (2) la liaison du glutamate entraine des changements conformationnels du NTD de 
GluN2A qui modifie la sensibilité au zinc ; (3) le système se relaxe vers un nouvel équilibre, tandis 
que l’occupation du site de liaison du zinc augmente (étape limitante) ; (4) des changements 
conformationnels affectent alors l’ensemble du récepteur et augmentent son affinité pour les protons, 
ce qui réduit in fine la probabilité d’ouverture du récepteur. D’après Erreger & Traynelis, 2005. 
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 La modulation par le zinc des rNMDAs revêt probablement une importance 
physiologique. En effet, à certaines synapses glutamatergiques, la libération de glutamate, qui 
active les rNMDAs, pourrait être accompagnée, paradoxalement, d’une libération de zinc qui 
inhiberait ces mêmes récepteurs (Vogt et al., 2000 ; Paoletti et al., 2009). Le rôle 
physiologique et physiopathologique de l’interaction entre la modulation par le zinc et 
l’activité des récepteurs GluN1/GluN2A fait l’objet, au laboratoire, d’études sur une lignée de 
souris « knock-in » (KI) qui portent une mutation ponctuelle sur la sous-unité GluN2A 
(H128S) rendant les rNMDAs insensibles au zinc dans la gamme submicromolaire. Si les 
animaux KI se développent et se reproduisent normalement, ils montrent un phénotype 
douleur remarquable avec, une hyperalgie et allodynie prononcées dans des modèles de 
douleurs chroniques (inflammatoire et neuropathique) et une disparition complète des effets 
analgésiques d’applications de zinc exogène (Nozaki et al., 2011). Ce travail montre que le 
zinc agit bien comme modulateur endogène de la neurotransmission excitatrice in vivo et que 
l’interaction GluN2A-zinc est un événement moléculaire important dans le traitement de 
l’information douloureuse 
 
 
 
Modulation par les polyamines 
 
Les polyamines sont des polybases aliphatiques chargées positivement au pH physiologique. 
Certaines sont présentes de façon endogène, comme la spermine, la putrescine et la 
spermidine, dont les concentrations cytoplasmiques (dans des cellules HEK) sont comprises 
entre 50 et 150 µM, respectivement (Bowie & Mayer, 1995). La libération de ces polyamines 
endogènes par les cellules neuronales dépend de l'activité des rNMDAs (Rock & MacDonald, 
1995) et peut être envisagée dans des conditions pathologiques, notamment lors d’ischémies 
cérébrales (Paschen et al., 1992). La spermine extracellulaire agit comme modulateur 
allostérique des rNMDAs, en engendrant  des effets multiples (Benveniste et Mayer, 1993 ; 
Mony et al., 2009) : (1) une inhibition dépendante du potentiel, due au blocage du pore (IC50 
~ 350 µM à -60 mV et 27 mM à 0 mV) ; (2) une potentialisation dépendante de la glycine, qui 
agit en augmentant l'affinité pour la glycine des récepteurs ayant incorporé GluN2A 
(EC50(Gly) ~ 1.1 µM et 1.7 µM, en présence et en absence de spermine, respectivement) ou 
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GluN2B (EC50(Gly) ~ 0.2 µM et 0.4 µM, en présence et en absence de spermine, 
respectivement) (Zhang et al., 1994) ; (3) une potentialisation indépendante du potentiel et de 
la glycine, qui peut être détectée à un potentiel dépolarisant et à des concentrations saturantes 
en glycine. Ce dernier effet est lié à une levée de l'inhibition tonique du récepteur par les 
protons. Le degré de potentialisation par les polyamines augmente donc avec la concentration 
en H+ (Traynelis et al., 1995, 1998). Il est très sélectif puisqu'il ne concerne que les récepteurs 
ayant incorporé les sous-unités GluN2B et GluN1-1a (Fig. 2.16.A ; Williams et al., 1994 ; 
Zhang et al., 1994 ; Traynelis et al., 1995). L'affinité pour la spermine des récepteurs GluN1-
1a/GluN2B se traduit par un EC50 de 150 µM et une potentialisation maximale des courants 
d'environ 300% à pH 7.3. Un ensemble de résidus acides présents sur le lobes inférieur des 
NTDs de GluN1 et de GluN2B uniquement (Mony et al., 2011) sont des candidats potentiels 
pour la liaison de ces polyamines chargées positivement (Fig. 2.16.B). 
 
 
 
 
Figure 2.16.  La spermine potentialise spécifiquement les courants portés par les récepteurs 
GluN1/GluN2B.   A- Traces représentant le courant mesuré à pH 6.5 en présence de spermine (200 
µM) appliqué sur des ovocytes de Xénope exprimant les récepteurs GluN1/GluN2. B- Schéma 
illustrant le mécanisme probable par lequel la spermine potentialise les récepteurs GluN1/GluN2B : 
elle neutraliserait les charges négatives présentes sur les lobes inférieurs de GluN1 et GluN2B et 
stabiliserait ainsi la conformation « NTDs fermés ». D’après Mony et al., 2011 
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Modulation oxydo-réductrice 
 
Les rNMDAs sont très sensibles au potentiel oxydo-réducteur de l’environnement 
extracellulaire : en présence d’un oxydant comme le réactif d’Ellman (5,5'-Dithiobis-(2-
Nitrobenzoic Acid ou DTNB), la réponse des rNMDAs est diminuée, alors qu’elle est 
potentialisée par l’agent réducteur dithiothréitol (DTT ; Aizenman et al., 1989 ; Sullivan et al., 
1994). Des composés endogènes tels que les acides lipoïque et dihydrolipoïque (Tang & 
Aizenman, 1993), la pyrroloquinoline quinone, la forme oxydée du glutathion (Sucher & 
Lipton, 1991) et des radicaux libres oxygénés produits par la xanthine oxydase (Aizenman et 
al., 1990) semblent également moduler l’activité des rNMDAs.  Par ailleurs, l’acide nitrique 
endogène (NO), un neurotransmetteur gazeux qui est impliqué dans de nombreux processus 
physiologiques et pathologiques (Choi et al., 2000 , Culotta & Koshland, 1992 ; Hou et al ., 
1999), inhibe les rNMDAs via la S-nitrosylation (transfert de NO2+) de ses cystéines libres, 
notamment la C399 sur GluN2A (Choi et al., 2000). La sensibilité rédox des rNMDAs est 
contrôlée par deux cystéines présentes sur GluN1, C744 et C798 (Sullivan et al., 1994), qui 
sont engagées dans un pont disulfure, localisé sur le lobe inférieur de l’ABD à proximité du 
TMD (voir Résultats 1.3). L’effet potentialisateur irréversible du DTT est renforcé dans les 
rNMDAs contenant la sous-unité GluN2A. En effet, une deuxième composante, rapidement 
réversible, est présente chez ces récepteurs (Kohr et al., 1994). Cet effet n’est toutefois pas un 
effet rédox  mais est dû à la chélation, par le DTE, du zinc contaminant (~ 100 nM), qui est 
capable d’inhiber toniquement les récepteurs GluN1/GluN2A (Paoletti et al., 1997 ; Choi et 
al., 2001). 
 
 
Modulation par l’ifenprodil  et ses dérivés 
 
Les rNMDAs sont aussi modulés par des composés non-naturels (synthétiques), notamment 
l'ifenprodil, une phényléthanolamine qui agit comme un antagoniste non-compétitif des 
rNMDAs (Williams, 1993 ; Carter et al., 1988 ; Reynolds & Miller, 1989). L'ifenprodil, dont 
on dénombre maintenant des centaines d'analogues (Chenard & Menniti, 1999 ; Nikam & 
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Meltzer, 2002 ; Mony et al., 2009) inhibe spécifiquement les récepteurs GluN1/GluN2B pour 
lesquels il est cent fois plus sélectif que pour les autres sous-types de récepteurs (Fig. 2.17). 
L’origine structurale de la spécificité de l’inhibition par l’ifenprodil pour les récepteurs 
contenant GluN2B n’est toujours pas établie (Karakas et al., 2011). L’ifenprodil agit par deux 
voies distinctes, un blocage du pore dépendant du potentiel et une inhibition indépendante du 
potentiel, cette dernière étant à l’origine de la sensibilité submicromolaire des rNMDAs pour 
l’ifenprodil (Legendre & Westbrook, 1990 ; Perin-Dureau et al., 2002). D'un point de vue 
mécanistique, l'ifenprodil agit en faisant entrer le récepteur dans un état inactivé durable 
semblable à un état "désensibilisé", caractérisé par une plus grande affinité pour le glutamate. 
En effet, il a été montré qu’il existait une intéraction allostérique positive entre la liaison de 
l’ifenprodil à l’interface des NTDs et la liaison du glutamate sur l’ABD de GluN2, dans les 
récepteurs GluN1/GluN2B (Kew & Kemp, 1998 ; Zheng et al., 2001) :  la fermeture d’un des 
domaines « clam-shell » favorise celle de l’autre et vice-versa (Gielen et al., 2009 ; Zheng et 
al., 2001). De même que pour l'inhibition par le zinc des récepteurs GluN1/GluN2A, on 
suppose que l'inhibition par l'ifenprodil des récepteurs GluN1/GluN2B reflète le renforcement 
de l'inhibition par les protons ambiants (Mott et al., 1998). Par ailleurs, malgré les différences 
de sites de liaison, zinc et ifenprodil favorisent la fermeture du NTD de GluN2 et le 
contraignent dans une conformation fermée similaire (Mony et al., 2009 ; Perin-Dureau et al., 
2002).  
 
Figure 2.17.  Les récepteurs NMDA sont inhibés par le composé synthétique ifenprodil de 
manière "sous-unité-spécifique". L’ifenprodil inhibe spécifiquement les récepteurs di-
hétéromériques GluN1/GluN2B (données de Hatton & Paoletti, 2005). D’après Paoletti., 2011 
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Autres modulateurs allostériques 
 
Des travaux récents ont permis d’identifier de nouvelles classes de ligands allostériques qui 
agissent de façon sépcifique selon le type de sous-unités spécifiques, et qui potentialisent ou 
inhibent l’activité des rNMDAs. Ainsi, les neurostéroides (Kussius et al., 2009) ont été 
identifiés comme modulateurs allostériques positifs des rNMDAs contenant GluN2A ou 
GluN2B. Le TCN-201, quant à lui, inhibe spécifiquement les récepteurs contenant GluN2A 
par l'intermédiaire d'une réduction de l’affinité pour la glycine (Hansen & Traynelis, 2011). 
Les sites de liaison de ces modulateurs restent en revanche mal connus. Récemment, le 
QNZ46, un analogue de la quinazoline-4-one, et le DQP-1105, un dérivé de la 
digydroquinolone-pyrazoline, ont été identifiés comme représentants de deux classes 
d’inihbiteurs non-compétitifs, sélectifs des rNMDAs contenant GluN2C ou GluN2D (Mosley 
et al., 2010 ; Acker et al., 2011). De même, le CIQ est un modulateur allostérique positif des 
récepteurs contenant GluN2C ou GluN2D (Mullasseril et al., 2010).. 
 
 
 
2.2.5.4.  Rôle des NTDs dans la régulation de l’activité des récepteurs NMDA 
 
Le domaine NTD est le domaine extracellulaire du rNMDA le plus éloigné de la membrane et 
donc du coeur de la machinerie de "gating" c'est-à-dire des régions qui sont directement 
responsables de l'activation, le pore et les ABDs. Il était donc tout à fait inattendu qu'un 
domaine aussi distal joue un rôle régulateur si essentiel. Et pourtant, il a été montré que les 
NTDs influencent les propriétés d'activation des rNMDAs (Gielen et al., 2009; Yuan et al., 
2009), notamment leur sensibilité au glutamate, leurs cinétiques de désensibilisation et leur 
probabilité maximale d'ouverture. Le NTD de la sous-unité GluN2, ainsi que le "linker" le 
reliant à l’ABD, déterminent en grande partie la valeur de la probabilité maximale d’ouverture 
du récepteur. Des analyses de rNMDAs chimériques, pour lesquels les NTDs des sous-unités 
GluN2 ont été échangées, ont montré des changements de probabilité d’ouverture, du temps 
de réponse et de l’affinité pour les agonistes vers des valeurs en accord avec la nature du NTD 
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de ces chimères, ce qui suggère de nouveau le rôle prépondérant du NTD dans la régulation 
des fonctions du récepteur (Yuan et al., 2009 ; Gielen et al., 2009). 
 
 
 
 
Figure 2.18.  Sites de liaison du zinc et l’ifenprodil, deux modulateurs allostériques interagissant 
avec les domaines N-terminaux des récepteurs GluN1/GluN2B Les sites de liaison de l’ifenprodil 
(an bas à gauche), à l’interface entre les NTDs de GluN1 (lobe supérieur) et GluN2B (lobes supérieur 
et inférieur), et du zinc (en bas à droite), directement chélaté par l’His127 et le Glu284, sont 
représentés à partir des structures cristallographiques du dimère NTDs GluN1/GluN2B, en complexe 
respectivement avec l’ifenprodil (pdb 3QEL, Karakas et al., 2011) et du monomère NTD GluN2B 
avec le zinc (pdb 3JPJ, Karakas et al., 2009). Un dimère GluN1/GluN2B issu de la combinaison entre 
ces deux structures est  représenté en haut avec l’ifenprodil et le zinc liés à leur site. A droite : schéma 
représentant les NTDs de GluN1/GluN2B dans une conformation unique parmi les récepteurs iGluRs. 
De Furukawa, 2012. 
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Les NTDs des rNMDAs assurent également un rôle central dans la modulation 
allostérique des rNMDAs. La première preuve de cette régulation par les NTDs a été la 
découverte du site de haute affinité pour le zinc sur le NTD de GluN2A (Choi & Lipton, 
1999 ; Fayyazuddin et al., 2000 ; Low et al., 2000 ; Paoletti et al., 2000). Il a ensuite été 
montré que les NTDs des rNDMAs contenaient les sites de liaison des principaux 
modulateurs allostériques connus : le zinc, les polyamines (par exemple la spermine) et 
l’ifenprodil, notamment (Fig. 2.7.B). Ainsi, les NTDs des sous-unités GluN2A et GluN2B 
possèdent des sites de liaison au zinc, d’affinité nanomolaire et micromolaire respectivement 
(Paoletti et al., 2000 ; Low et al., 2000 ; Choi et al., 1999 ; Rachline et al., 2005). Les études 
fonctionnelles sur GluN2A (Paoletti et al., 2000 ; Stroebel et al., 2011) et la structure 
cristallographique du NTD de GluN2B en complexe avec le zinc (Karakas et al., 2009), ont 
montré que, en interagissant avec des résidus des lobes supérieur (His 127 dans GluN2B et 
His 128 dans GluN2A) et inférieur (Glu 284 dans GluN2B, Asp 283 dans GluN2A), le zinc 
stabilisait une conformation fermée des NTDs (Fig. 2.18) .  
 
L’ifenprodil, quant à lui, lie spécifiquement le NTD de la sous-unité GluN2B (Perin-
Dureau et al., 2002 ; Ng et al., 2008 ; Han et al., 2008 ; Mony et al., 2009 ; Karakas et al., 
2009 ; Hansen et al., 2010), avec une affinité plus de cent fois supérieure à celle avec laquelle 
il lie les sous-unités GluN2A, GluN2C et GluN2D. Alors que, jusqu'à présent, on pensait que 
l'ifenprodil se fixait au fond de la poche interlobes du NTD de GluN2B (Mony et al, 2009), la 
structure du dimère GluN1/GluN2B, cristallisé en présence d'ifenprodil et publiée en 2011 
(Karakas et al., 2011 ; Fig. 2.18) a révélé un mode de fixation de l'ifenprodil différent. En 
effet, il ne se fixe pas exclusivemnet dans la poche du NTD de GluN2B mais plutôt à 
l'interface entre les deux sous-unités GluN1 et GluN2B. Cette liaison de l'ifenprodil met en 
jeu des contacts entre les lobes supérieurs de GluN1 et GluN2B, et entre le lobe supérieur de 
GluN1 et le lobe inférieur de GluN2B. Cette structure confirme d'anciennes études qui avaient 
révélé l'importance de plusieurs résidus de GluN1,  notamment GluN1-Y109, dans la liaison 
de l’ifenprodil (Masuko et al., 1999). Ce mécanisme de liaison de l’ifenprodil est confirmé par 
des expériences d’ultra-sédimentation qui mettent en évidence une stabilisation de 
l’assemblée hétérodimérique des domaines NTDs de GluN1 et GluN2B isolés vingt fois plus 
importante en présence d’ifenprodil (Karakas et al., 2011). Les polyamines, modulateurs 
allostériques positifs spécifiques des rNMDAs GluN1/GluN2B, se fixent aussi sur les NTDs. 
Des travaux récents suggèrent que, malgré leur activité allostérique opposée, ifenprodil et 
Chapitre 2  Les récepteurs du glutamate 
75 
 
spermine se lient tous les deux à l’interface de dimérisation entre GluN1 et GluN2B (Karakas 
et al., 2011 ; Mony et al., 2011). Cependant, contrairement à l’ifenprodil, la spermine est 
supposée se fixer à l’interface des lobes inférieurs des NTDs de GluN1 et GluN2B (Fig. 
2.16.B). Les deux lobes se caractérisent par la présence de résidus chargés négativement. La 
liaison de la spermine neutralise ces charges négatives et stabilise ainsi un rapprochement des 
interfaces entre lobes inférieurs, ce qui permet de maintenir le NTD de GluN2B ouvert. Le 
NTD de GluN2B peut aussi lier des groupes d’ions Na+ et Cl-, qui, eux, se logent plus 
profondément dans la poche du NTD, que ce soit dans la conformation apo ou la 
conformation « zinc-lié ». La fonction des sites de liaison de ces ions est encore méconnue 
(Karakas et al., 2009). 
 
 Un modèle de régulation bidirectionnelle permet de décrire ces différents rôles des 
NTDs de rNMDA (Fig. 2.19 ; Gielen et al., 2008, 2009 ; Mony et al., 2011 ; Zhu et al., 2013). 
Ce modèle dépend en grande partie d’études fonctionnelles qui devront être validées par des 
études structurales. Dans ce nouveau modèle, les dimères de NTDs de GluN1/GluN2 oscillent 
spontanément (en absence de ligands) entre deux états conformationnels, "NTDs ouverts" 
(état activé) et "NTDs fermés" (état type désensibilisé) (Gielen et al., 2009). L’équilibre entre 
ces deux états varie selon la sous-unité GluN2 présente ; le NTD de GluN2A étant plus 
fréquemment ouvert que celui des sous-unités GluN2C ou GluN2D. Des variations dans cet 
équilibre entre conformations impliquent des différences importantes de probabilité 
d'ouverture entre les sous-types de rNMDAs. Par exemple, la probabilité d'ouverture d'un 
récepteur GluN1/GluNA est plus élevée car le NTD de GluN2A passe la majeure partie du 
temps dans un état ouvert, ce qui n'est pas le cas pour les récepteurs contenant GluN2B et 
surtout GluN2C, GluN2D. La stabilisation par le zinc et l’ifenprodil de la conformation 
"NTDs fermés", pour laquelle les lobes inférieurs sont séparés, introduit des contraintes sur 
les "linkers" reliant NTDs et ABDs et une séparation des ABDs qui, combinées à la fixation 
du H+ sur son site, conduisent à la fermeture du canal ionique, comme cela se passe durant la 
désensibilisation des rAMPAs et rKAs (Weston et al., 2006 ; Sun et al., 2002 ; Gielen et al., 
2008). A contrario, la stabilisation de la conformation "NTDs ouverts" par les polyamines, 
pour laquelle les lobes inférieurs des NTDs de GluN1 et GluN2B sont maintenus proches l’un 
de l’autre, empêche de telles contraintes de s’exercer sur les ABDs, aboutissant à une 
stabilisation de l’état actif (i.e. canal ouvert) du récepteur.  
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Figure 2.19. L’activité des récepteurs NDMA est régulée de façon bidirectionnelle via les 
domaines N-terminaux A. En absence de ligand, le NTD de GluN2 est capable d’osciller 
spontanément entre une conformation ouverte et fermée, cette dernière favorisant la fermeture du 
canal ionique. Les différences d’équilibre entre ces conformations sont responsables des différences de 
probabilité maximale d’ouverture observées dans chaque sous-type de récepteur. Les NTDs de GluN1 
et de GluN2 sont supposés se fermer et s’ouvrir de façon concertée. Seul un dimère GluN1/GluN2 est 
représenté. B. La liaison  d'agents pharmacologiques (ici la spermine (rouge) ou l’ifenprodil (vert) que 
un récepteur GluN1/GluN2B) modifie l'équilibre entre les conformations ouverte et fermée des 
NTDs : la spermine favorise la conformation ouverte des NTDs (canal ouvert) tandis que l'ifenprodil 
favorise une conformation fermée (canal fermé). De Mony et al., 2009. 
 
 
 Une étude menée récemment dans le laboratoire (Zhu et al., 2013) a permis d’identifier 
un nouveau mode de couplage entre sous-unités (couplage trans), au cours duquel les NTDs 
de GluN1 et GluN2 s’influencent réciproquement, la fermeture de l’un favorisant celle de 
l’autre.  Ces travaux ont démontré, pour la première fois, l’implication du NTD de la sous-
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unité GluN1 dans la communication allostérique entre le domaine NTD distal et la région 
dédiée au "gating" (ABD et pore). Les sous-unités GluN1 et GluN2 agissent ainsi de manière 
concertée dans les processus d’activation et de régulation des rNMDAs. Par ailleurs, le 
domaine NTD de la sous-unité GluN1 se caractérise par une grande flexibilité, associée à 
d’importants changements conformationnels (ouverture-fermeture, "twist-untwist"), essentiels 
au bon fonctionnement des rNMDAs. 
 
 
2.2.5.5. Physio-pathologie des récepteurs NMDA  
 
De nombreuses maladies neuropsychiatriques sont dites « de synapse » : il s’agit des 
synaptopathies. Une altération des fonctions des rNMDAs (notamment l’expression des sous-
unités, le transport, la localisation et l’activité du récepteur) peut entrainer des désordres 
neuropsychiatriques importants. Ainsi, une hyperactivité (excès d’entrée de Ca2+ conduisant à 
la mort neuronale), aussi bien qu’une hypoactivité, des rNMDAs peut être délétère. 
 
Accident vasculaire cérébral et épilepsie 
La première implication des rNMDAs dans une maladie du SNC a été décrite pour les 
accidents vasculaires cérébraux (AVCs). En effet la mort neuronale qui y est associée met en 
cause les rNMDAs. Dans les conditions basales de transmission synaptique, l’activation des 
rNMDAs (surtout GluN1/GluN2A) stimule un complexe de signalisation de survie neuronale 
(Hardingham et al. 2002 ; Liu et al., 2007). Après une attaque cérébrale, causée le plus 
souvent par une ischémie, la concentration en glutamate extracellulaire augmente, entrainant 
une activation excitotoxique des rNMDAs extrasynaptiques (surtout GluN1/GluN2B) 
(Hardingham et al., 2002 ; Liu et al., 2007). Cette activité anormale des rNMDAs 
extrasynaptiques, en inhibant les agents de survie cellulaire et en activant des agents pro-
apoptotiques comme la calpaïne, une protéase activée par le calcium (Xu et al., 2009), 
entraîne la mort cellulaire (Hardingham et al., 2002). Des antagonistes des rNDMAs, en 
limitant l’entrée de calcium excitotoxique, sont les premiers candidats pour une thérapie. 
Malheureusement, la plupart de ces drogues ont un intérêt limité car malgré leurs effets 
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neuroprotecteurs évidents, elles agissent de manière non spécifique sur la transmission 
synaptique normale et ont des effets secondaires intolérables (hallucinations, déficits 
respiratoires, troubles mnésiques etc…).  
 
Maladie d’Alzheimer  
L’activité des rNMDAs est le le facteur déclenchant majeur des phénomènes de plasticité 
synaptique dont la potentialisation à long-terme (ou LTP pour "long-term potentiation")  qui 
caractérise la transmission synaptique dans les conditions physiologiques (Bennett, 2000). Le 
peptide bêta-amyloïde  Aβ  inhibe la LTP initiée par les rNDMAs dans l’hippocampe (Yamin, 
2009) par deux mécanismes. Tout d’abord, le peptide Aβ fait décroitre le nombre de rAMPAs 
et rNMDAs à la synapse, par des phénomènes d’endocytose des récepteurs synaptiques 
(Almeida, 2005 ; Snyder et al., 2005). Par ailleurs, le peptide Aβ induit une entrée de calcium 
dans la cellule et donc une accumulation de calcium intracellulaire et un stress oxydatif. La 
production d’oxyradicaux dépend de la liaison du peptide Aβ sur les rNDMAs dans les 
neurones de l’hippocampe (De Felice et al., 2007). Il s’agit d’un phénomène d’excitotoxicité 
par excès d’activation des rNMDAs (De Felice et al., 2007).  
 
Maladie de Parkinson 
La maladie de Parkinson est caractérisée par la triade sémiologique : tremblements, akinésie, 
rigidité. Elle atteint essentiellement les neurones des formations pigmentées du tronc cérébral, 
et tout particulièrement les neurones dopaminergiques à l'origine de la voie nigro-striée, situés 
dans la pars compacta de la substance noire (Yan et al., 2011 ; Sgambato-Faure & Cenci, 
2012). Cette dégénération des neurones dopaminergiques induit une hyperactivation des 
projections glutamatergiques vers le striatum et in fine, la perturbation de l'ensemble de la 
boucle impliquant thalamus, striatum et substance noire.  Par ailleurs, on observe dans les 
neurones du striatum d'animaux atteints de dyskinésie et traités avec de la L-DOPA ( l-3,4-
dihydroxyphenylalanine), un renforcement de l'expression synaptique de la sous-unité 
GluN2A et une redistribution des rNMDAs contenant GluN2B, des régions synaptiques vers 
les régions extrasynaptiques (Hallett et al., 2005 ; Gardoni et al., 2006 ; Hallett & Brotchie, 
2007). Trouver des composés thérapeutiques ciblant spécifiquement l'une ou l'autre des sous-
unités serait très prometteur dans le traitement de la maladie de Parkinson. Par exemple, dans 
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des rats modèles, interférer spécifiquement avec la localisation synaptique de GluN2A 
conduit à une réduction du pourcentage de rat parkinsoniens  développant des mouvements 
dyskinétiques (Gardoni et al., 2012). 
  
Encéphalite anti-NMDA 
Les anticorps dirigés contre les rNMDAs sont associés à certaines épilepsies chez les jeunes 
femmes (Niehusmann et al., 2009). La liaison des anticorps sur les rNMDAs réduit la densité 
de récepteurs à la surface des neurones de l’hippocampe (Fig. 2.20 ; Dalmau et al., 2011 ; 
Vincent et al., 2011). Ils interagissent sélectivement avec un épitope du domaine 
extracellulaire NTD de GluN1 (Dalmau et al., 2008). Cette diminution de la densité des 
rNDMAs est supposée inactiver préférentiellement les neurones GABAerqiques, ce qui 
conduirait à la desinhibition des voies centrales excitatrices et finalement au syndrome fronto-
striatal, qui est une caractéristique de cette forme d’encéphalopathie (Dalmau et al., 2011). 
 
 
 
Figure 2.20. Mécanismes d’action des anticorps anti-récepteurs NMDA dans les encéphalites 
anti-NMDA. A- Représentation simplifiée de la synapse excitatrice avec des rAMPAs (bleu) et 
rNMDAs (vert) présents à la membrane post-synaptique et regroupés au sein de la densité post-
synaptique. Les anticorps se fixent spécifiquement sur les rNMDAs post-synaptiques et extra-
synaptiques, ce qui crée un pontage entre deux rNMDAs voisins. Ils  sont alors internalisés, ce qui 
conduit à une diminution rapide des rNMDAs surfaciques. Les autres composantes de la membrane 
post-synaptique, telles que les rAMPAs post-synaptiques, les protéines PSD-95 ou les terminaux 
présynaptiques, ne sont pas affectés. B- Des neurones de rongeur en culture dans du liquide cérébro-
spinal (CSF pour "Cerebro-spinal fluid") contrôle ou dans du CSF de patient atteint, sont observés 
par imagerie afin d’identifier les groupes de rNMDAs (« clusters ») à la membrane post-synaptique. 
D’après Moscato et al., 2010. 
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Douleur neuropathique 
Il est à présent bien établi que les rNMDAs, et plus spécifiquement les récepteurs 
GluN1/GluN2B, jouent un rôle important dans l'initiation et le maintien des états de douleurs 
chroniques (douleurs inflammatoires et neuropathiques ; Wu & Zhuo, 2009). Les antagonistes 
à large spectre des rNMDAs ont montré des rôles analgésiques, mais ils ont été abandonnés à 
cause de leurs nombreux effets secondaires. L'expression des rNMDAs contenant la sous-
unité GluN2B est particulièrement importante dans la corne dorsale de la moelle épinière et 
dans les régions centrales impliquées dans les voies de la douleur comme le thalamus et le 
cortex cingulaire antérieur (Watanabe et al., 1993 ; Monyer et al., 1994). Des études suggèrent 
de plus que les rNMDAs contenant la sous-unité GluN2B sont directement impliqués dans 
l'établissement de la douleur chronique, en particulier les récepteurs situés dans le cortex. Il a 
été montré en effet que des souris sur-exprimant la sous-unité GluN2B dans leur cerveau 
antérieur montraient une sensibilité plus importante à la douleur (Wei et al., 2001). Cibler 
sélectivement les récepteurs contenant la sous-unité GluN2B a donc un enjeu thérapeutique 
dans le traitement de la douleur. Effectivement, de nombreuses études ont montré que les 
antagonistes sélectifs de la sous-unité GluN2B avaient des effets analgésiques dans des 
modèles animaux de douleur aigüe ou chronique, à des doses qui n'induisent pas de problèmes 
moteurs ou psychomimétiques (Boyce et al., 1999 ; Chizh et al., 2001 ; Qu et al., 2009).  
 
Schizophrénie  
La schizophrénie est une psychose chronique caractérisée par des fonctions mentales et des 
comportements anormaux (Lewis & Lieberman, 2000 ; Moghaddam & Javitt, 2012). Cette 
maladie se traduit par différentes manifestations cognitives et comportementales comprenant 
des symptômes  "positifs" (hallucinations, troubles de la pensée), "négatifs" (apathie, repli sur 
soi) et "cognitifs" (troubles de l'attention et troubles de la mémoire) (Tsai & Coyle, 2002). 
Plusieurs études suggèrent qu'une sous-activation des rNMDAs est liée à l’établissement de la 
schizophrénie (Mohn et al., 1999 ; Belforte et al., 2010 ; Paoletti et al., 2013). Il a été montré 
que les bloqueurs du pore à large spectre des rNMDAs, tels que la kétamine et la 
phénylcyclidine (PCP), sont capables de provoquer les symptômes positifs, négatifs et 
cognitifs caractéristiques de la schizophrénie chez les humains (Tsai & Coyle, 2002). De plus, 
des souris transgéniques qui présentent une expression fortement réduite de la sous-unité 
GluN1 possèdent aussi ces symptômes (Mohn et al., 1999). Ces résultats indiquent donc 
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qu'augmenter l'activité des rNMDAs est une solution envisageable pour lutter contre la 
schizophrénie. L'activation directe des rNMDAs par des agonistes du site glutamate est 
difficilement concevable à cause de l'excitotoxicité que ces composés pourraient générer. Une 
des approches possibles pour augmenter l'activité des rNMDAs serait le développement de 
modulateurs allostériques positifs des rNMDAs. Certains neurostéroides, comme le sulfate de 
pregnenolone, qui potentient les récepteurs contenant les sous-unités GluN2A et GluN2B, ou 
les polyamines, qui potentient sélectivement les rNMDAs contenant la sous-unité GluN2B 
(Mony et al., 2009), pourraient être de bons candidats. En effet, le développement de 
modulateurs partageant le site de liaison des polyamines pourrait présenter un intérêt dans le 
traitement de la schizophrénie car ils conduiraient à une potentiation sélective des rNMDAs 
contenant GluN2B, laissant les autres sous-types de rNMDAs fonctionnels. Cependant, 
comme indiqué ci-dessus, la sur-activation des récepteurs GluN1/GluN2B est impliquée dans 
l'excitotoxicité et la douleur. Il peut être donc dangereux de cibler spécifiquement cette sous-
unité. 
 
 
 
2.2.6.  Architecture moléculaire et organisation modulaire des récepteurs-
canaux du glutamate 
 
 
2.2.6.1. Topologie membranaire et organisation modulaire 
 
D’un point de vue topologique, les rNMDAs partagent, avec les autres iGluRs eucaryotes, une 
organisation modulaire typique, avec chaque sous-unité constituée de quatre modules, ou 
domaines, distincts (Mayer, 2006 ; Mayer, 2011a et 2011b ; Paoletti & Neyton, 2007 ; Paoletti 
et al., 2013) : (1) un domaine C-terminal (CTD) de taille variable, qui contient des sites de 
phosphorylation et de palmitoylation, et qui est impliqué dans le transport du récepteur, son 
ancrage à la membrane et son couplage à des complexes de signalisation ; (2) un domaine 
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transmembranaire (TMD) contenant le canal ionique et composé d’une boucle réentrante (ou 
« p-loop » ou M2) flanquée de trois hélices α transmembranaires (M1, M2, M3), M3 
contenant le motif SYTANLAAF hautement conservé parmi les sous-unités d'iGluRs ; (3) un 
domaine de liaison des agonistes (ABDs, ~300 kDa) extracellulaires bilobés, interompu par 
l'insertion du pore du canal ionique ; et (4) un deuxième domaine bilobé extracellulaire, le 
domaine N-terminal (NTD, ~380 kDa) connecté à l'ABD par un court segment polypeptidique 
appelé "linkers" (Fig 2.21).   
 
 
 
Figure 2.21. Topologie membranaire et organisation modulaire des sous-unités d’iGluRs. 
Représentation de la chaine polypeptidique et illustration schématique de la topologie d’une sous-
unité. L’iGluR a une structure modulaire composée des domaines NTD et ABD (extracellulaires), 
TMD (membranaire) et CTD (intracellulaire). L’ABD est défini par deux segments d’acides-aminés 
appelés S1 et S2 entre lesquels s’insère la séquence polypeptidique des segments M1-M3. Chaque 
domaine est homologue à une protéine membranaire dont la structure est représentée : le NTD est 
homologue à LIVBP (pdb 1Z15), l’ABD à la QBP (pdb 1GGG) et le pore au canal potassique KscA 
(pdb 1BL8). D'après Traynelis et al., 2010 et Paoletti, 2011. 
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 D’un point de vue structural, la partie transmembranaire (TMD), qui forme le canal 
ionique, présente une homologie de séquence avec certains canaux potassiques (Fig. 2.21 ; 
Mayer, 2006 ; Wollmuth & Sobolevsky, 2004). L’hypothèse d’une parenté structurale entre 
iGluRs et canaux potassiques a d’ailleurs été grandement renforcée par la découverte de 
GluR0, un canal potassique bactérien activé par le glutamate (Chen et al., 1999). La région 
extracellulaire est formée par un tandem de deux larges domaines bilobés, dits "clamshell-
like" (en référence aux coquillages bivalves) ou encore "venus flytrap" (en référence aux 
plantes carnivores appelées dionées en français), qui présentent chacun des homologies avec 
une superfamille de protéines périplasmiques bactériennes (PBP) (Fig. 2.21 ; O-hara et al., 
1993 ; Chen et al., 1999). L’ABD est homologue à la glutamine binding protein (QBP ou 
GlnBP) et le NTD, à la leucine/isoleucine/valine binding protein (LIVBP). Chaque domaine 
se comporte de façon semi-autonome (Perin-Dureau, 2002 ; Furukawa & Gouaux., 2003 ; 
Furukawa et al., 2005 ; Rachline et al., 2005 ; Karakas et al., 2009 ; Gielen et al., 2009 ; Yuan 
et al., 2009). 
 
 
Domaines de liaison des agonistes (ABDs) 
 
Le clonage des premières sous-unités d’iGluRs a permis de prédire leur structure secondaire 
qui fait apparaitre, dans la région S1S2 formant l’ABD, une alternance de feuillets β et 
d’hélices α caractéristiques de la QBP (ou GlnBP ; O’Hara et al., 1993). Cette hypothèse a été 
étayée par la construction de chimères entre sous-unités d’iGluRs, suggérant que le domaine 
formé des segments S1 et S2 constituait l’ABD (Stern-Bach et al., 1994). De plus, les 
protéines périplasmiques bactériennes sont constituées de deux lobes formant une mâchoire, à 
l’intérieur de laquelle viennent se fixer les substrats. (Sun et al., 1998 ; Trakhanov et al., 
2005). Or, les sites de liaison des agonistes des iGluRs ont été effectivement identifiés dans la 
crevasse interlobes des ABDs (Kuryatov et al., 1994; Laube et al., 1997). 
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Figure 2.22.  Structure des domaines de liaison des agonistes de différentes sous-unités iGluRs. 
Sont représentés les ABDs de GluA3 (pdb 4F39), GluA4 (pdb 3EPE), GluK1 (pdb 1TFX), GluK2 
(pdb 1TT1), GluK3 (pdb 4E03), GluN1 (pdb 1PB7), GLuN2A (pdb 2A5S) et GluN3A (pdb 4KCD) 
Les ABDs d’iGluRs se présentent tous sous la forme d’un domaine bilobé (ou « clam-shell »), avec les 
lobes supérieur et inférieur délimitant une crevasse interlobes dans laquelle vient se loger l’agoniste, 
glutamate, kainate ou glycine (sauf GluN3A, forme apo). Les conformations de tous ces ABDs sont 
semblables. 
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 Plus de 120 structures cristallographiques d’ABDs isolés de rAMPAs, rKAs et 
rNMDAs, en complexe avec des agonistes, agonistes partiels, antagonistes, ont permis 
d’établir définitivement que les ABDs des iGluRs adoptaient une conformation bilobée, très 
proche des protéines de type QBP (Fig. 2.22 ; Armstrong et al., 1998 ; Furukawa & Gouaux, 
2003 ; Furukawa et al., 2005 ; Mayer, 2005 ; Yao et al., 2008  ; Mayer, 2006, 2011b ;  Ahmed 
et al., 2009 ; Gill et al., 2008). Le ligand agoniste favorise une conformation fermée du 
domaine, qui est conservé au sein des protéines périplasmiques bactériennes et dans les 
iGluRs, même si la fermeture de l’ABD est d’amplitude plus faible que celle observée chez la 
QBP (Sun et al., 1998; Armstrong & Gouaux, 2000). L’ensemble des structures 
cristallographiques des ABDs constituent une mine d’informations structurales pour mieux 
comprendre les mécanismes de sélectivité des ligands et les liens entre les changements 
conformationnels induits par la liaison des agonistes et l’ouverture du canal ionique (Stawsku 
et al., 2010, Pohlsgaard et al., 2011 ; Mayer, 2006). Les ABDs se montrent flexibles et 
dynamiques. C’est ce que confirment les mesures d’énergie libre de l’ABD de GluA2 dans sa 
forme apo ou glutamate-lié, qui révèlent notamment l’existence de multiples conformations 
apo d’énergies similaires (Lau et al., 2007). De même, il a été montré que les ABDs des sous-
unités GluN1, GluN2A et GluN3A étaient extrêmement dynamiques puisqu'ils peuvent subir 
diverses transformations mises en évidence par des analyses en composantes principales (Yao 
et al., 2013). Il existe en réalité une vaste gamme de conformations pouvant les décrire, et non 
pas seulement une conformation "apo" et une autre "ligandée".  
 
 Les ABDs des iGluRs s'arrangent en paires associant deux sous-unités identiques 
(Fig.2.23.A) ou deux sous-unités distinctes (Fig. 2.23.B). Bien que des domaines ABDs isolés 
ne dimérisent pas en solution, le dimère d'ABDs constitue le dimère fonctionnel des iGluRs 
(Armstrong & Gouaux, 2000 ; Horning & Mayer, 2004 ; Sobolevsky et al., 2009 ; Mayer 
2006, 2011a et 2011b). Il est stabilisé par une interface de dimérisation impliquant 
uniquement les lobes supérieurs des ABDs et majoritairement conservée parmi les iGluRs. 
Les lobes inférieurs des ABDs restent quant à eux libres de se mouvoir lors des opérations de 
"gating" du récepteur (Traynelis et al., 2010).  
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Figure 2.23. Structure de l’homodimère des domaines de liaison des agonistes du récepteur 
AMPA-GluA4 (A ; pdb 3EPE) et de l’hétérodimère de domaines de liaison des agonistes du 
récepteur NMDA GluN1/GluN2A (B ; pdb 2A5T). Les ABDs sont représentés en conformation 
fermée, complexé par le glutamate (ou la glycine pour GluN1). 
 
 
 
Domaines N-terminaux (NTDs) 
 
Dans les années 90, l’homologie de séquences entre le NTD des iGluRs et les protéines 
périplasmiques de type LIVBP (O'Hara et al., 1993), et également le domaine de liaison des 
agonistes des mGluRs, a été proposée. Ces domaines, chez les mGluRs, sont formés de deux 
lobes séparés par une crevasse qui constitue le site de liaison du glutamate (Kunishima et al., 
2000). Les premières structures de NTDs d’iGluRs, celles des sous-unités GluA2 et GluK2 
n’ont été cristallisées que tardivement (Fig. 2.25 ; Jin et al., 2009 ; Kumar et al., 2009). Les 
NTDs sont des domaines hautement divergents, que ce soit au sein des rNMDAs ou parmi les 
iGluRs (Traynelis et al., 2010). Par exemple, parmi les quatre sous-unités GluN2, les NTDs 
ne partagent que 19% d'identité de séquence, contrairement aux ABDs qui en partagent 63% 
et les TMDs 73% (Fig. 2.24). 
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Figure 2.24. Conservation des acides
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Une caractéristique des structures des NTDs des rAMPAs et des rKAs 
conformation partiellement fermée
glycosylation à l’entrée de la poche interlob
fermeture partielle du NTD. En revanche, rien de tel n’est observé dans les structures des 
autres NTDs d’iGluRs.  
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Figure 2.25.  Structure des domaines N-terminaux de récepteurs-canaux du glutamate, AMPA 
(GluA2, pdb 3H5V), kainate (GluK2, pdb 3H6G) et NMDA (GluN1, pdb 3QEK, et GluN2B, pdb 
3JPJ). Les NTDs d’iGluRs se présentent tous sous la forme d’un domaine bilobé (ou "clam-shell"), 
avec les lobes supérieur et inférieur délimitant une crevasse interlobes. D’après Furukawa, 2012 
 
 
La première structure d'un NTD de rNMDA, celui de la sous-unité GluN2B, n'a été 
décrite que récemment (Fig 2.25 et 2.26 ; Karakas et al., 2009) et confirme la forme bilobée 
du NTD. Elle est cependant différente de celles des rAMPAs et rKAs. En effet, le NTD de 
GluN2B adopte une conformation "twistée", avec une torsion de  ~ 45° du lobe inférieur par 
rapport au lobe supérieur. Cette rotation, absente dans toutes les structures apparentées à la 
LIVBP, incluant les NTDs des rAMPAs et rKAs (Clayton et al., 2009 ; Jin et al., 2009 ; 
Kumar et al., 2009), semble être conservée dans d'autres sous-unités de rNMDAs, notamment 
GluN2A (Stroebel et al., 2011) et GluN1 (Fig 2.25 ; Farina et al., 2011). De même que dans 
les rAMPAs et rKAs, les NTDs de GluN1 et GluN2 adoptent une conformation partiellement 
fermée, dans laquelle la poche interlobes reste accessible aux solvants. La comparaison des 
structures d’un NTD monomérique de GluN2B, cristallisé dans sa forme apo (pdb 3JPW ; 
Karakas et al., 2009), en présence de zinc (pdb 3JPY ; Karakas et al., 2009) ou d’ifenprodil 
(pdb 3QEL ; Karakas et al., 2011)  montre que la fixation du ligand (à l’entrée de la poche 
interlobes dans le cas du zinc, à l’interface entre les NTDs de GluN1 et GluN2B dans le cas 
de l’ifenprodil) n’induit pas de changements conformationnels, par rapport à la forme apo du 
NTD (Fig. 2.26). Les trois structures adoptent en effet une conformation fermée. Si cette 
conformation, dans l’état « zinc-lié » ou « ifenprodil-lié », est en accord avec le mécanisme 
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d’action des ligands du NTD (Gielen et al., 2009 ; Paoletti et al., 2000 ; Perin-Dureau et al., 
2002 ; Rachline et al., 2005), elle est plutôt surprenante dans le cas de la forme non-ligandée 
du récepteur. Cependant, des arguments en faveur de fermetures spontanées des NTDs de 
GluN2 ont déjà été proposés (Fig. 2.19). La conformation observée dans le cas de GluN2B est 
en adéquation avec le fait que le NTD de GluN2B adopte préférentiellement un état fermé, ce 
qui est un déterminant essentiel de la faible probabilité d’ouverture du canal des rNMDAs 
contenant la sous-unité GluN2B (Gielen et al., 2009). 
 
 
 
 
Figure 2.26. Les domaines bilobés des domaines N-terminaux de récepteurs NMDA adoptent 
une conformation « twistée ». Exemple avec le NTD de GluN2B. Les structures cristallographiques 
du NTD de GluN2B dans sa forme apo (pdb 3JPW), lié à l’fenprofil (pdb 3QEL) et lié au zinc (pdb 
3JPY) sont représentées. A droite : la superposition des lobes supérieurs des structures 
cristallographiques des NTDs de GluA2, GluK2 et GluN2B, illustre la grande différence d’orientation 
du lobe inférieur. Ce dernier subit une rotation de 45° et 54° par rapport aux lobes de GluA2 et GluK2 
respectivement. D'après Karakas et al., 2009. 
 
 
Les NTDs isolés en solution ont tendance à dimériser, avec une constance de 
dissociation Kd variant du nM au mM (Fig. 2.27 ; Jin et al., 2009 ; Kumar et al., 2009), 
contrairement aux ABDs qui restent principalement sous forme monomérique (constante de 
dissociation de dimère d’ABDs de l’ordre de 10 mM ; Kuusinen et al., 1999 ; Sun et al., 
2002 ; Furukawa et al., 2005). Selon sa capacité à former des homomères, un NTD dimérise 
avec une plus ou moindre grande affinité pour son partenaire. Ainsi, les NTDs de GluA2 
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s'associent facilement (faible Kd) contrairement aux NTDs de GluK5 ou GluN2 pour lesquels 
la constante de dissociation est beaucoup trop élevée pour envisager l'homodimérisation des 
NTDs. Au contraire, en présence de GluK2 pour GluK5 et GluN1 pour GluN2, 
l'hétérodimérisation est favorisée par des constantes de dissociation très faibles (Kumar et al., 
2011; Karakas et al., 2011). Ces valeurs sont en adéquation avec les études de pontages 
disulfures menés sur les rKAs et rNMDAs, qui suggèrent la formation d'hétérodimères entre 
les NTDs de GluK2 et GluK5 et les NTDs de GluN1 et GluN2 (Kumar et al., 2011 ; Mony et 
al., 2011 ; Lee & Gouaux, 2011 ; Karakas et al., 2011). De même, pour les rAMPAs, les 
NTDs isolés des sous-unités GluA1, GluA2 et GluA4 forment facilement des homodimères, 
alors que le NTD de GluA3, qui homodimérise difficilement (Kd de l'ordre du micromolaire), 
forme un hétérodimère stable (Kd de l'ordre du nanomolaire) avec le celui de GluA2 
(Rossman et al., 2011). 
 
 
 
Chapitre 2  Les récepteurs du glutamate 
91 
 
Figure 2.27. Assemblage dimérique des NTDs d’iGluRs. Sont représentées les structures 
cristallographiques d’homodimères NTDs de GluA2 (à partir du rAMPA-GluA2 entier, pdb 3KG2), 
GluA1 (pdb 3SAJ), GluA2 (pdb 2WJW, 3H5V, et 3HSY) , GluA3 (pdb 3O21), GluK2 (pdb 3H6G), 
GluK3 (pdb 3OLZ), , GluK5 (pdb 3OM0 and 3OM1), et de l’hétérodimère NTDs de GluK2/GluK5 
(pdb 3QLU). En troisième ligne, on retrouve la structure d’un dimère d’ABDs de mGluR1 (pdb 
1EWK), d’un homodimère de NTDs GluN1 (pdb 3QEK) et d’un hétérodimère de NTDs 
GluN1/GluN2B (pdb 3QEL). D’après Mayer, 2011a. 
 
 
 Les structures cristallographiques des dimères de NTDs ont été résolues avec une 
précision allant jusqu’à 1.4 Ǻ, pour les homodimères de GluA1 (Yao et al., 2011), GluA2 (Jin 
et al., 2009 ; Rossmann et al., 2011 ; Clayton et al., 2009), GluA3 (Sukumaran et al., 2011), 
GluA4 (Dutta et al., 2012), GluK2 (Kumar et al., 2009), GluK3 et GluK5 (Kumar & Mayer, 
2010), et GluN1 (Karakas et al., 2011 ; Farina et al., 2011) ; et pour les hétérodimères de 
GluK2/GluK5 (Kumar et al., 2011) et GluN1/GluN2B (Karakas et al., 2011 ; Fig 2.28.B). 
Pour les rAMPAs et rKAs, la majorité de ces structures respectent une symétrie d’ordre deux, 
avec les lobes supérieurs et inférieurs qui participent équitablement à l’interface de 
dimérisation entre les deux NTDs. La dimérisation des NTDs de GluA2 et GluK2 se 
caractérise par trois régions d’interactions (Fig. 2.27. et 2.28. A) : (1) une boucle appelée flap, 
formant un bras qui s’étend entre les lobes supérieurs des deux NTDs adjacents et qui donne 
lieu à de nombreuses liaisons électrostatiques et polaires entre les deux protomères ; (2) deux 
hélices, α2 et α3, qui forment une zone étendue de contacts hydrophobes et polaires entre les 
lobes supérieurs des deux NTD adjacents ; (3) l’hélice α5 et le feuillet β7, à l’origine 
d’interactions hydrophobes entre les lobes inférieurs adjacents. Les deux premières régions 
sont bien conservées au sein de chaque famille d’iGluRs, mais très peu entre les familles, ce 
qui permet d’expliquer la spécificité de l’assemblage par famille d’iGluRs (Jin et al., 2009; 
Kumar et al., 2009). Parmi ces structures quelques variations existent malgré tout. Par 
exemple, certaines des multiples structures de l’homodimère GluA3 ont les lobes inférieurs 
séparés (Sukumaran et al., 2011), alors que dans la structure de l’homodimère GluK5, ce sont 
les lobes supérieurs qui sont légèrement distants (Kumar & Mayer., 2010). Pour 
l’hétérotétramère GluK2/GluK5, un dimère d’hétérodimères, structurellement proche du 
tétramère de NTDs observé pour le rAMPA-GluA2 entier, a été cristallisé (Fig. 2.33). 
Concernant les homodimères de NTDs de GluA2, GluK2 et GluK3, des opérations de 
symétrie dans la structure cristalline génèrent des assemblées tétramériques similaires (Kumar 
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et al., 2011 ; Jin et al., 2009 ; Clayton et al., 2009 ; Kumar et al., 2009 ; Kumar & Mayer, 
2010).  
 
 
 
 
Figure 2.28. Les interfaces de dimérisation des domaines N-terminaux de récepteurs AMPA et 
NMDA n’impliquent par les mêmes régions. (A et B) Les sous-unités GluA2 peuvent former des 
homodimères fonctionnels à la fois dans un récepteur entier et un récepteur isolé (Kd=1.8 nM). A- 
Dimère de NTDs GluA2 formant un ensemble symétrique stabilisé par des interactions entre les lobes 
supérieurs et inférieurs des deux sous-unités. B- Vue sur les éléments clés de l’interface de 
dimérisation des NTDs de GluA2, impliquant deux hélices (bleues) et une boucle (noire) dans les 
lobes supérieurs et une hélice et un feuillet (rouge) dans les lobes inférieurs. Une boucle 
supplémentaire (verte) est impliquée dans la dimérisation des NTDs de rKAs. (C et D) Les sous-unités 
GluN1 et GluN2B s’associent pour former un hétérodimère, moins favorable que le dimère de GluA2 
(Kd=1 mM). C- Dimère de NTDs de GluN1/GluN2B formant un ensemble asymétrique stabilisé par 
des contacts impliquant le lobe supérieur de la sous-unité GluN1 et les deux lobes de la sous-unité 
GluN2B. D- Vue sur les éléments clés de l’interface de dimérisation des NTDs de GluN1 et GluN2B 
(même code couleur qu’en B), impliquant en plus une hélice supplémentaire (en orange). D’après 
Herguedas et al., 2013 
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Les structures cristallographiques des domaines NTDs isolés des sous-unités GluN1 et 
GluN2 sont particulièrement intéressantes car elles mettent en évidence des assemblées 
monomériques, dimériques et tétramériques, dont les conformations diffèrent fortement de 
celles observées dans les rAMPAs et rKAs. Dans les trois structures de dimères de NTDs de 
GluN1 cristallisées, une d’ovocytes de Xénope et deux de rats, les contacts intermoléculaires 
concernent uniquement les lobes supérieurs des domaines NTDs bilobés (Fig. 2.27 ; Farina et 
al., 2011 ; Karakas et al., 2011). En raison du "twist" des lobes inférieurs de chaque 
protomère, par rapport à l’axe de symétrie du dimère, ce lobe inférieur n’est pas impliqué 
dans la dimérisation des NTDs. Dans la structure de l’hétérodimère de NTDs GluN1/GluN2B 
en revanche, l’interface est asymétrique et met en jeu des interactions à la fois entre les lobes 
supérieurs de GluN1 et GluN2B, et entre le lobe supérieur de GluN1 et le lobe inférieur de 
GlluN2B (Fig. 2.28. C et D ; Karakas et al., 2011). Les interactions impliquées dans la 
dimérisation de ces deux dimères sont donc différentes. Dans l’homodimère GluN1, les 
hélices α3 des deux sous-unités sont en contact, tandis que les hélices α2 sont situées 
latéralement. Dans l’hétérodimère GluN1/GluN2B, les contacts sont assurés par des 
interactions entre les hélices α2 et α3 de GluN1 et les hélices α1 et α2 de GluN2B. En outre, 
une boucle connectant les feuillets β6 et β7 du lobe inférieur de GluN2B se projette à 
l’interface de dimérisation et établit des interactions polaires avec le lobe supérieur de la sous-
unité GluN1 (via l’hélice α10). Cette interface constitue le site de liaison de l’ifenprodil. 
L’absence d’interaction entre les lobes inférieurs des NTDs autorise des mouvements 
conformationnels des NTDs, ce qui est essentiel pour la régulation allostérique des rNMDAs 
via les NTDs (Gielen et al., 2008 & 2009 ; Mony et al , 2011 ; Paoletti, 2011 ; Zhu et al., 
2013). La structure cristallographique des NTDs de GluN1/GluN2B contient en réalité deux 
paires de dimères, qui forment un tétramère, avec l’interface de tétramérisation, entre les deux 
hétérodimères de NTDs, assurée par les sous-unités GluN2B. Si cette arrangement des sous-
unités au niveau des NTDs est bien en accord avec la structure du rAMPA-GluA2 
(Sobolevsky et al., 2009), l’interface de tétramérisation est, elle, complètement différente de 
celle observée dans les rAMPAs (GluA2 ; Sobolevsky et al., 2009) et rKAs (GluK2/GluK5 ; 
Kumar & Mayer, 2010), puisqu’elle est formée par les lobes supérieurs, et non les lobes 
inférieurs, des NTDs de GluN2B. Sans information supplémentaire cependant, on ne peut 
déterminer si cet arrangement est celui de rNDMAs natifs ou bien s'il est présent seulement 
dans la structure cristalline. Malgré tout, étant donné les différences majeures observées dans 
les assemblées dimériques de NTDs, entre les rNMDAs d’une part et les rAMPAs et rKAs 
d’autre part, il est probable que le complexe tétramérique d’un rNMDA, formé par 
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l’arrangement de deux hétérodimères, soit substantiellement différent de celui du rAMPA-
GluA2 cristallisé. 
 
En effet, comme nous l’avons vu, les dimères de NTDs de rAMPAs et rKAs d'une part 
et ceux des NTD de rNMDAs d'autre part s'arrangent différemment. Les premiers forment des 
ensembles compacts, stabilisés par des interface entre lobes supérieurs et entre lobes 
inférieurs, et qui offrent peu de flexibilité conformationnelle. Le dimère de NTDs des 
rAMPAs et rKAs sert essentiellement de "briques" pour l'assemblage (voir Introduction 3.2) 
(Fig. 2.28.A et B). Dans le cas des rNMDAs, le dimère de NTDs est nettement moins rigide, 
notamment du fait de l'absence d'interfaces entre les lobes inférieurs. Cette grande flexibilité 
conformationnelle des NTDs joue un rôle crucial dans la régulation de l'activité du canal (voir 
plus haut, 2.2.5.4) Récemment, des mesures de distances par LRET (Transfert d’énergie par 
résonance de luminescence) sur un récepteur GluN1/GluN2A entier ont suggéré que les 
quatre NTDs, dans un rNMDA tétramérique, était arrangés d’une manière moins compacte 
que ne le sont les NTDs du rAMPAs-GluA2 (Sirrieh et al., 2013).  
 
 Concernant les rAMPAs, le dimère de NTDs est décrit comme une structure rigide, 
pour laquelle il est difficile d'induire des changements conformationnels en réponse à la 
liaison de ligands. En particulier, les lobes inférieurs des NTDs ne sont pas libres de se 
mouvoir, tout du moins pas autant que ceux des rNMDAs lorsqu'ils se referment sur leur 
ligand. Tout du moins est-ce ce que suggèrent les conformations de NTDs observées dans des 
structures cristallographiques de NTDs de GluA3, les descriptions de densité électronique de 
la poche interlobes des NTDs de GluA2, ou encore les études récentes sur les modes normaux 
des iGluRs (Sukumaran et al., 2011). Pourtant, récemment, A.Dutta et ses collègues ont 
démontré, par des analyses de dynamiques moléculaires, que les NTDs monomériques des 
rAMPAs et des rNMDAs partagent des mouvements globaux similaires et que cette 
dynamique, si elle est plus restreinte au sein du dimère de NTDs, est toujours présente, dans 
une  gamme variant d'une sous-unité à l'autre. Ainsi, les NTDs des rAMPAs seraient capables 
de changements conformationnels importants (Dutta et al., 2012). Dès lors se pose la question 
de l'éventuelle modulation des rAMPAs (et rKAs) par des ligands des NTDs. Récemment, de 
petites molécules et ions, présents en solution lors de la cristallisation des NTDs, ont été 
identifiées et semblent se fixer dans les poches interlobes des NTDs de GluA2 et de GluK2 
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(Sukumaran et al., 2011 ; Kumar et al., 2009). La structure la mieux résolue (1.75 Ǻ) est celle 
d’un NTD de GluA2, cristallisé en présence de 200 mM de phosphate d’ammonium (pdb 
3H5Y). Néanmoins, il n'est pas clair que la liaison de ces ions induisent des changements 
conformationnels ni qu'elle conduise à une modulation de l'activité du rAMPA.  
 
 
Domaines transmembranaires (TMDs) 
 
Dans les années 90, des similarités de séquence entre le canal des iGluRs et les canaux 
potassiques ont été mises en évidence (Wood et al., 1995; Kuner et al., 2003). 
Malheureusement, la faible identité de séquence (~ 20%) empêchait de pouvoir prédire la 
structure tridimensionnelle du canal des iGluRs. La découverte de GluR0, canal potassique 
bactérien activé par le glutamate (Chen et al., 1999) a marqué une grande avancée. GluR0 
contient un domaine de liaison du glutamate semblable à celui des iGluRs eucaryotes, et un 
canal très proche de celui des canaux potassiques. Le canal des iGluRs adopterait en fait une 
organisation semblable à celle d’un canal potassique inversé dans la membrane (Fig 2.29.A ;  
Wollmuth & Sobolevsky, 2004).  
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Figure 2.29. Arrangement du pore dans un récepteur-canal du glutamate. A- A gauche : structure 
cristallographique du canal de KcsA (pdb 1BL8), un canal potassique bactérien. Deux des quatre-sous-
unités du KscA, diamétralement opposées, sont représentées. A droite : "modèle" (validé par la 
structure du rAMPA-GluA2) de l’organisation membranaire du canal des iGluRs. Celui-ci adopterait 
une organisation semblable à celle des canaux potassiques mais avec une orientation inversée dans  la 
membrane. B- Représentation du canal ionique de l'homotétramère GluA2 à partir de la structure de 
l’AMPA-GluA2  en "conformation pore fermé"  et du diamètre du pore tout au long du canal (rouge < 
1.4 Ǻ < vert < 2.8 Ǻ < violet). Les résidus les plus proches, formant la porte du canal dans l’état fermé 
inactif sont situés en haut du canal. D’après Traynelis et al., 2010. C- Structure cristallographique du 
canal ionique d’un rAMPA-GluA2 (à partir du pdb 3KG2). A gauche : les quatre segments 
membranaires d’une sous-unité, représentés dans un plan perpendiculaire à la membrane. Au milieu : 
vue de dessus du canal ionique formé par les quatre sous-unités GluA2. A droite : représentation 
surfacique du canal ionique du rAMPA-GluA2. D’après Sobolevsky et al., 2009  
 
 
Le canal ionique d’un iGluR n’a été cristallisé que dans le cas du rAMPA 
homomérique GluA2 entier (Fig. 2.29.C). Le domaine transmembranaire de chaque sous-
unité est constitué des trois hélices transmembranaires M1, M3 et M4 et d’une boucle 
réentrante M2 (ou "p-loop"), contenant une région C-terminale hélicale et une région N-
terminale étendue qui longe le canal ionique. Une petite hélice pré-M1 entoure la portion 
extracellulaire du canal ionique, et sert de site de liaison pour des inhibiteurs non compétitifs 
(Balannik et al., 2005). Concernant le segment M2, qui définit les propriétés de perméabilité 
du canal et est donc un élément essentiel à la transduction du signal par le canal, il présente 
une organisation désordonnée dans la structure du rAMPA-GluA2. L'arrangement et la 
géométrie précis de ce segment M2, et du filtre de sélectivité du canal, restent donc à définir. 
L’entrecroisement des hélices M3, au niveau du motif conservé SYTANLAAF, constitue la 
portion la plus étroite du pore, avec les résidus Thr 617, Ala6 21 et Thr 625 qui bloquent le 
passage des ions à travers le canal, dans l’état fermé (Fig. 2.29.B). Cette région présente des 
homologies de structure avec les canaux potassiques et est considérée comme la porte 
d’activation du canal (Chang & Kuo, 2008 ; Moore et al., 2013). Il est fort probable que 
durant  l’activation, les changements conformationnels subis par le canal ressemblent à 
l’ouverture en iris des canaux potassiques dont ils sont structurellement homologues.  
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2.2.6.2  Arrangement tétramérique des iGluRs 
 
Initialement, les iGluRs étaient supposés former des pentamères, par analogie avec les 
récepteurs-canaux de la famille cys-loop. Cette hypothèse a été rapidement remise en question 
et l’organisation tétramérique des iGluRs est aujourd’hui indiscutable. En effet, des analyses 
de microscopie électronique, donnant des informations sur la taille des complexes et l’axe de 
symétrie (Nakagawa et al., 2005), des expériences de photo-blanchiment, sur des récepteurs 
dont chaque sous-unité est fusionnée à un GFP, et des études cristallographiques montrant que 
les ABDs forment des entités dimériques et que le récepteur complet agit sous forme de 
dimère de dimères (Clayton et al., 2009 ; Jin et al., 2009 ; Kumar & Mayer, 2010 ; Sukumaran 
et al., 2011), sont autant d’arguments en faveur de l’organisation tétramérique des iGluRs. La 
description récente de la structure atomique d'un rAMPA entier (récepteur homotétramérique 
du rat, GluA2, privé de la région C-terminale ; Sobolevsky et al., 2009 ; Fig. 2.30) confirme 
cet arrangement en dimère de dimères et fournit en plus des informations précieuses 
concernant l'arrangement relatif des quatre sous-unités dans un récepteur tétramérique entier. 
Cette structure obtenue en présence d'un antagoniste compétitif des rAMPAs, et dont la 
résolution n'est que de 3.6 Å, a été affinée grâce aux structures de haute résolution des 
domaines isolés NTD (pdb 3H5V, 2.3 Å) et ABD (pdb 1FTL, 1.8 Å).  
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Figure 2.30.  Structure et arrangement du récepteur AMPA homomérique GluA2 entier. 
Architecture globale du rAMPA-GluA2 de rat cristallisé en conformation « pore fermé » (présence 
d’un antagoniste compétitif dans la poche interlobes des ABDs de GluA2 ; Sobolevsky et al., 2009). 
Vue parallèle au plan de la membrane. La structure du rAMPA est divisée en trois couches 
indépendantes : les NTDs, les ABDs, et les TMDs (le récepteur est privé de sa partie C-terminale). Les 
quatre protomères sont désignés par les lettres A, B, C, D, et représentés respectivement en bleu, 
violet, jaune et vert. Dans la couche des NTDs, les sous-unités B et D occupent une position proximale 
par rapport à l’axe de symétrie d’ordre 2 de la couche des NTDs, alors qu’au niveau des NTDs, ce sont 
les sous-unités A et C qui contribuent à l’interface entre les deux dimères. Dans la région du pore, les 
quatre sous-unités s’arrangent symétriquement autour du pore (symétrie d’ordre quatre). 
 
 
 La structure du rAMPA-GluA2 révèle une organisation étonnante du récepteur en trois 
couches distinctes établissant peu de contacts entre elles (Sobolevsky et al., 2009) : le 
domaine transmembranaire formant le canal ionique, au-dessus les NTDs, et entre les deux, la 
couche des ABDs. A l'extrémité N-terminale, les quatre NTDs s'arrangent en deux dimères, 
chaque dimère étant constitué de l'apposition de deux NTDs voisins. En adéquation avec le 
rôle central des NTDs dans la reconnaissance et l'assemblage des sous-unités (Hansen et al., 
2010), chaque dimère de NTDs se caractérise par de nombreux contacts impliquant des 
résidus des deux lobes de chaque sous-unité et couvrant une surface d’environ 1400 Ǻ2 (Fig. 
2.30 et 2.31). L'interface de dimérisation des lobes supérieurs de ces NTDs est semblable à 
celle décrite pour les domaines de liaison des agonistes des récepteurs métabotropiques du 
glutamate (qui s'apparentent également à la protéine périplasmique bactérienne LIVBP; 
Kunishima et al., 2000). Les deux dimères de NTDs  interagissent également via des contacts, 
moins nombreux qu’au sein du dimère (surface d’environ 330 Ǻ2), faisant intervenir des 
résidus des lobes inférieurs des NTDs des sous-unités les plus centrales (diagonalement 
opposées). Au niveau des ABDs, chaque domaine est apposé dos-à-dos à son partenaire, cette 
dimérisation faisant intervenir uniquement les lobes supérieurs des ABDs (surface couverte 
d’environ 900 Ǻ2). Les deux dimères d'ABDs interagissent à leur tour au niveau de 
"l'interface de tétramérisation" (environ 220 Ǻ2) située sur l'axe de symétrie du récepteur et 
impliquant les lobes inférieurs des ABDs. Le pore s'apparente quant à lui à un canal 
potassique inversé, caractérisé par une symétrie d'ordre quatre. Les hélices transmembranaires 
M1 et M4, en périphérie du canal, constituent la partie lipidique et exposée du canal ionique, 
le segment M4 de chaque sous-unité étant accolé aux segments M1 et M3 de la sous-unité 
adjacente. Une hélice pré-M1, parallèle au plan de la membrane, entoure l’extérieur du canal 
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ionique. L’ensemble formé par les hélices M3 des quatre sous-unités autour de l'axe de 
symétrie longe le canal et l’entrecroisement des hélices M3 dans la région "haute" du canal 
(côté extracellulaire) constitue une barrière au passage des ions ; c’est la "porte d’activation".  
 
 
 
 
Figure 2.31- Interfaces intra- et inter- sous-unités dans le récepteur AMPA-GluA2. Les interfaces 
de dimérisation, entre ABDs ou entre NTDs (interface intradimère), les interfaces de tétramérisation, 
entre dimères d’ABDs ou entre dimères de NTDs (interface interdimères) et les interfaces entre 
domaines transmembranaires sont entourées sur la structure. D'après Sobolevsky, 2013.  
 
 
 La caractéristique la plus frappante révélée par la structure du rAMPA-GluA2 est la 
présence de l’échange de domaines ou "domain swapping" : les deux sous-unités qui forment 
un dimère dans la couche des NTDs ne sont plus associées au niveau des ABDs (Fig. 2.32 ; 
voir également Fig. 2.30). En d'autres termes, les sous-unités changent de partenaire d'une 
couche à l'autre. La conséquence de cette permutation est la non-équivalence structurale des 
quatre sous-unités, bien qu'elles aient la même séquence en acides-aminés. Le rAMPA-GluA2 
est donc constitué de deux paires de sous-unités (A et C d’une part, B et D d’autre part) de 
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conformations différentes (Fig. 2.30). Les différences de structure entre les sous-unités A/C 
d’une part et B/D d’autre part sont principalement localisées au niveau des "linkers" 
connectant les NTDs aux ABDs et les ABDs aux TMDs. En effet, dans chacune des quatre 
sous-unités du tétramère AMPA, les ABDs (280 résidus) sont reliés aux NTDs (380 acides-
aminés) et aux TMDs (120 résidus) par de petits "linkers" polypeptidiques.Ces "linkers" sont 
les éléments de la structure qui reflètent le mieux son asymétrie puisqu’ils adoptent dans cette 
structure deux conformations différentes selon la sous-unité, A/C ou B/D. Au niveau des 
domaines extracellulaires, la permutation des sous-unités entre les couches d’ABDs et de 
NTDs génère une large cavité dans la partie extracellulaire du récepteur, avec les NTDs des 
protomères A et C qui établissent d'importants contacts avec les ABDs (surface cachée 460 
Å), contrairement aux protomères B et D. On peut noter que les "linkers", qui assurent la 
transition entre ABDs et NTDs, ont été raccourcis de six acides-aminés dans la construction 
ayant servi à établir la structure cristallographique. L’ensemble formé par les NTDs et les 
ABDs est donc probablement encore moins compact que ce que la structure du rAMPA-
GluA2 ne le suggère. Au niveau du pore, des "linkers" connectent les hélices α 
transmembranaires avec l’ABD et assurent ainsi la transition entre la symétrie d’ordre quatre 
du canal ionique et la symétrie d’ordre deux des domaines extracellulaires. En particulier, au 
dessus du motif conservé SYTANLAAf, les hélices M3 des sous-unités A et C sont 
prolongées par un tour d’hélice supplémentaire, par rapport à celles des sous-unités B et D. 
L’asymétrie observée dans le rAMPA-GluA2 a de profondes conséquences sur les 
mécanismes d’activation du récepteur, car les différentes conformations adoptées par les 
paires de sous-unités A/C et B/D jouent sur leur implication dans l’activation du canal ionique 
(voir Résultats 1.3). 
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Figure 2.32. « Domain swapping » : l’asymétrie remarquable du récepteur AMPA 
homotétramérique GluA2 (Sobolevsky et al., 2009). Les quatre sous-unités chimiquement identiques 
n’adoptent pas la même conformation. Deux conformations non-équivalentes existent : l’une 
représentée par les sous-unités A (bleu) et C (violet) (paire A/C) et l’autre caractérisant les sous-unités 
B (jaune) et D (vert) (paire B/D).  
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 Cette architecture d'ensemble est vraisemblablement conservée dans les autres 
familles d'iGluRs. Tel est le cas pour les récepteurs kainate pour lesquels la permutation des 
sous-unités semble être présente (Das et al., 2010 ; Lee et al., 2011 ; Schauder et al., 2013). 
Actuellement, seulement une structure tétramérique de NTDs d’un rKA a été résolue : il s'agit 
des NTDs d'un rKA hétéromérique GluK2/GluK5 (Fig. 2.33.B). L'arrangement des sous-
unités GluK2 et GluK5 dans le tétramère, au niveau des NTDs, est semblable à celui observé 
dans un rAMPA GluA2 homomérique entier, avec les sous-unités GluK2 internes et GluK5 
externes par rapport à l'axe de symétrie. Ainsi, ce sont les lobes inférieurs des sous-unités 
GluK2 qui forment l'interface de tétramérisation des NTDs dans un rKA hétéromérique 
(Kumar et al., 2011). Concernant les rNMDAs, qui sont obligatoirement des hétéromères, la 
situation est plus complexe. Etant donné que toutes les sous-unités d'iGluRs partagent une 
organisation commune, il est très probable que l'organisation par couches décrite pour le 
rAMPA-GluA2 soit conservée dans les rNMDAs.  A contrario, des différences plus ou moins 
importantes sont attendues au sein de chaque couche. En particulier, la configuration 
"twistée" des NTDs des sous-unités GluN2 (Karakas et al., 2009 ; Stroebel et al., 2011) 
contraint les NTDs à dimériser différemment de ce qui est observé chez les rAMPAs. Cette 
différence d'assemblage au niveau des dimères de NTDs se répercute sur l’arrangement des 
deux dimères de NTDs au sein du tétramère : "l'interface de tétramérisation" des NTDs d'un 
rNMDA est donc très probablement unique parmi les iGluRs (Fig. 2.33.C ; Karakas et al., 
2011) et s’accorde avec le rôle unique de régulation allostérique des NTDs des rNMDAs 
(Paoletti, 2011). 
 
Contrairement au "cas NTDs", l'hétérodimère d'ABDs de GluN1/GluN2A (Furukawa 
et al., 2005) est superposable avec le dimère d'ABDs du rAMPA-GluA2 (Sobolevsky et al., 
2009). S’il est maintenant admis que l’unité fonctionnelle d’un rNMDA hétéromérique 
GluN1/GluN2 est un hétérodimère (Furukawa et al., 2005 ; Gielen et al., 2009), plusieurs 
hypothèses sont défendues concernant l'arrangement des quatre sous-unités (typiquement 
deux GluN1 et deux GluN2) autour du pore central (voir Résultats 1.1.3 et 1.3.2). Au sein du 
complexe tétramérique, les interactions entre les ABDs des iGluRs sont relativement faibles et 
il est probable qu'elles ne jouent qu'un rôle mineur dans l'initiation de l'assemblage du 
récepteur. En revanche, elles sont supposées être fortement impliquées dans les fonctions du 
récepteur, son activation, sa désactivation et sa désensibilisation (Chaudhry et al., 2009a, 
2009b ; Nayeem et al., 2009 ; Sun et al., 2002 ; Weston et al., 2006b). La dynamique de la 
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structure formée par les quatre ABDs, ainsi que la flexibilité des domaines individuels, 
révélés par des expériences d'électrophysiologie (Plested & Mayer, 2009), de fluorescence 
(FRET ; Landes et al., 2011), et de modélisation de dynamiques moléculaires (Dong & Zhou, 
2011), sont à l'origine de changements conformationnels importants, qui accompagnent 
probablement les différentes phases de l'activité du récepteur (voir aussi : Lau & Roux, 2011 ; 
Schauder et al., 2013). 
 
 
 
Figure 2.33. Comparaison des structures cristallographiques de tetramères de domaines N-
terminaux de récepteurs AMPA, kainate et NMDA. A- Structure du tétramère de NTDs du 
rAMPA-GluA2 cristallisé en entier (pdb 3KG2 ; Sobolevsky et al., 2009). Les sous-unités B et D, en 
vert, sont les sous-unités proximales par rapport à l’axe de symétrie du tétramère de NTDs, et les sous-
unités A et C, en rouge, les sous-unités distales. L’interface de tétramérisation fait intervenir les lobes 
inférieurs des NTDs des sous-unités B et D.  B- Structure du tétramère de NTDs du rKA-
GluK2/GluK5 (pdb 3QLV ; Kumar & Mayer, 2010). Les sous-unités GluK2, en vert, sont les sous-
unités proximales par rapport à l’axe de symétrie du tétramère de NTDs, et les sous-unités GluK5, en 
rouge, les sous-unités distales. L’interface de tétramérisation fait intervenir les lobes inférieurs des 
NTDs de GluK2. C- Structure du tétramère de NTDs du rNMDA-GluN1/GluN2B (pdb 3QEL ; 
Karakas et al., 2011). Les sous-unités GluN2B, en vert, sont les sous-unités proximales par rapport à 
l’axe de symétrie du tétramère de NTDs, et les sous-unités GluN1, en rouge, les sous-unités distales. 
L’interface de tétramérisation fait intervenir les lobes supérieurs des NTDs de GluN2B. 
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2.2.7.  Mécanismes structuraux d’activation  
 
Le terme de « gating » réfère à une série de changements conformationnels qui interviennent 
dans un iGluR et qui relie la liaison/dissociation de ligands à l’ouverture/fermeture du canal 
ionique. Nos connaissances de ces mécanismes proviennent essentiellement d'études 
structurales et fonctionnelles menées sur les rAMPAs et rKAs (Armstrong & Gouaux, 2000; 
Erreger et al., 2004 ; Mayer, 2006 ; Hansen et al., 2007).  Notamment, des mesures de courant 
sur cellules entières en réponse à l’application de glutamate révèlent trois processus de 
« gating » apparents (Fig. 2.34.A) : l’activation, la désensibilisation et la désactivation, qui 
font respectivement passer un iGluR de l’état fermé à ouvert, ouvert à désensibilisé puis 
ouvert/désensibilisé à un état fermé (Fig. 2.34.B). En réalité, des analyses détaillées de 
courant ont révélé une multitude d’autres conformations de "gating" et de transitions entre ces 
conformations (Vance et al., 2013).  
 
L'activation d'un iGluR implique les ABDs et les domaines transmembranaires, alors 
que les NTDs et CTDs ne sont pas indispensables au processus (Vissel et al., 2001 ; Rachline 
et al., 2005 ; Mayer, 2004 ; Paoletti, 2011). Ainsi, l’ouverture du canal ionique d’un iGluR, 
est déclenchée par la liaison de l’agoniste dans la crevasse interlobes de chaque ABD. La 
description moléculaire des poches de liaison des agonistes a permis de disséquer les éléments 
structuraux responsables de la liaison du glutamate. L’étude approfondie de la sous-unité 
AMPA-GluA2 indique que de nombreuses liaisons hydrogènes et ioniques sont formées entre 
le glutamate et des résidus des lobes inferieurs et supérieurs (Armstrong & Gouaux, 2000). 
L’arginine 485, très conservée au sein des iGluRs, sert notamment de point d’ancrage aux 
agonistes via une liaison ionique avec leur groupement carboxylate. Dans la sous-unité 
GluN1, qui lie la glycine et la D-sérine, mais pas le glutamate, la leucine 704 de GluA2 est 
remplacée par le tryptophane 731. La chaine latérale de ce résidu aromatique induit une gène 
stérique importante et empêche la fixation du glutamate, mais autorise celle de glycine, qui est 
le plus petit des acides aminés (Furukawa & Gouaux, 2003). Les rAMPAs ont une affinité 
pour le glutamate nettement plus faible que celle des rNMDAs, les rKAs ayant une affinité 
intermédiaire (Attwell & Gibb, 2005). Les poches de liaison du glutamate des sous-unités 
GluA2, GluK2 et GluN2A sont pourtant très similaires. Les différentes affinités semblent 
résulter d’interactions directes entre lobes supérieur et inférieur, dans les régions qui bordent 
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la crevasse interlobes des ABDs, régions qui sont peu conservées d’une famille d’iGluRs à 
l’autre. Dans le cas des rKAs de type GluK2, un réseau de liaisons ioniques et hydrogènes 
entre résidus des deux lobes stabilise la conformation fermée de l’ABD dans laquelle le 
glutamate se trouve retenu, et tend donc a empêcher sa dissociation (Mayer, 2005 ; Chaudhry 
et al., 2009b). L’absence de ces interactions dans le cas des récepteurs AMPA-GluA2 facilite 
la dissociation du glutamate, ce qui pourrait expliquer leur moins bonne affinité pour ce 
dernier (Weston et al., 2006 ; Ahmed et al., 2013) 
 
 
 
 
Figure 2.34.  Modèle d’activation et de désensibilisation d’un récepteur AMPA. A. Courant 
enregistré en configuration “cellule entière” sur des cellules HEK, exprimant le rAMPA-GluA2, en 
réponse à une application brève (500 ms) de glutamate 3 mM au potentiel imposé -60 mV (D’après 
Sobolevsky, 2013). B-Les trois structures cristallographiques représentent un dimère d’ABDs GluA2 
respectivement dans l’état de repos (forme apo, pdb 1FT0), dans l’état activé (lié au glutamate, pdb 
1FTJ) et dans l’état désensibilisé (lié au glutamate, pdb 2I3V). La liaison du glutamate dans la 
crevasse formée par les lobes D1 et D2  induit la fermeture du lobe inférieur sur le ligand. Ce 
changement conformationnel se traduit par une tension des linkers qui vont s’écarter, induisant une 
réorganisation des segments transmembranaires et in fine, l’ouverture du canal. La conformation 
active étant instable, le récepteur peut retrouver une stabilité par deux voies, soit la réouverture des 
ABDs (et libération du glutamate, c’est la désactivation), soit par un réarrangement de l’interface de 
dimérisation des ABDs (rupture de l’interface entre les lobes supérieurs et rapprochement des lobes 
inférieurs) qui mène à la désensibilisation. D’après Traynelis et al., 2010. 
 
 
Les iGluRs s’organisent et fonctionnent au sein du complexe tétramérique en dimère 
de dimères (Armstrong & Gouaux, 2000 ; Sobolevsky et al., 2009), avec les ABDs de deux 
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sous-unités adjacentes qui dimérisent via une apposition dos-a-dos de leurs lobes supérieurs. 
La liaison des agonistes dans la crevasse interlobes de chaque ABD en provoque la fermeture, 
et ce mouvement écarte les lobes inferieurs des deux ABD adjacents. Cette séparation se 
traduit en tension au niveau des segments transmembranaires (directement reliés aux lobes 
inferieurs des ABD) : les hélices transmembranaires M3 vont notamment subir des 
mouvements rotationnels et translationnels, qui aboutissent à l’ouverture du canal ionique. La 
dimérisation dos-à-dos des ABDs, via leurs lobes supérieurs (Sobolevsky et al., 2009), 
explique comment la fermeture des ABDs individuels peut entrainer la séparation des lobes 
inférieurs et in fine l’ouverture du canal ionique. En cohérence avec ce modèle (Fig. 2.34.B), 
les antagonistes compétitifs des iGluRs (qui sont généralement des molécules assez 
volumineuses et rigides) se lient au même site que le glutamate, mais ils empêchent la 
fermeture des ABD (et donc l’ouverture du canal ionique) au lieu de la favoriser (Armstrong 
& Gouaux, 2000).  
 
En prenant la structure cristallographique du rAMPA-GluA2 (Sobolevsky et al., 2009) 
en conformation "canal fermé" comme point de départ, la conformation "canal ouvert" a pu 
être précisée grâce à des approches de simulation de dynamiques moléculaires sur un 
récepteur entier, dont l’objectif est de décrire les changements conformationnels subis par le 
canal ionique durant l’activation (Dong & Zhou, 2011). Malgré leurs limitations, ces 
approches donnent un premier aperçu des relations structure-fonction dans un iGluR et 
peuvent ensuite être complétées par des expériences de mutagenèse dirigée puis par les 
structures d’iGluRs cristallisées dans d’autres états conformationnels. Des études de 
dynamiques sur des ABDs isolés confirment d'ailleurs elles aussi un mécanisme d’activation 
en multiples étapes, dont la liaison du ligand, la fermeture de la crevasse interlobes des ABDs, 
et la formation de liaisons hydrogènes à l’interface entre lobes supérieur et inférieur (Ahmed 
et al., 2013). L’étendue de l’activation d’un iGluR dépend de la probabilité pour que l’ABD 
se trouve dans une conformation de fermeture maximale (Ahmed et al., 2011 ; Lau & Roux, 
2011). Par ailleurs, ces études mettent en évidence les rôles distincts occupés par les sous-
unités proximales et distales (par rapport à l’axe de symétrie des ABDs) dans les mécanismes 
d’activation des iGluRs, notmment les rAMPAs (Dong & Zhou., 2011) et les rNDMAs (Dai 
& Zhou, 2013). D’un point de vue fonctionnel, cette asymétrie est à la base de propriétés 
essentielles des iGluRs (voir Résultats 1.3.4). 
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Chez les rAMPAs (Jin et al., 2003) et les rKAs (Mayer, 2005 ; Nayeem et al., 2011), il 
a été montré que les agonistes partiels (ligands capables d’activer le récepteur mais moins 
efficacement que les agonistes dits totaux, comme le glutamate) provoquaient une fermeture 
partielle des ABDs. Le degré de fermeture est remarquablement corrélé avec l’efficacité des 
agonistes partiels à activer l’iGluR (Armstrong et al., 2000 ; Jin et al.,2003). Cependant, 
l’étendue de la fermeture des domaines ABDs lors de l’activation n’est pas le seul 
déterminant de l’efficacité d’un agoniste, puisque celle-ci requiert aussi des changements 
conformationnels des ABDs et plus précisément un mouvement de torsion de quelques degrés 
(Birdsey-Benson et al., 2010 ; Gill et al., 2008). Par ailleurs, la stabilité de la conformation 
fermée des ABDs est aussi un élément déterminant de l’activité d’un iGluR. De fait, un seul 
agoniste partiel peut induire différents états conformationnels des ABDs des rAMPAs et rKAs 
(Poon et al., 2011). Des expériences d’électrophysiologie ont d’ailleurs révélé l’importance de 
la stabilité de la conformation fermée de l’ABD, favorisée par des interactions entre lobes 
inférieur et supérieur de l’ABD (Weston et al., 2006), et inversement, défavorisée si on 
perturbe l’interface entre ces lobes (Weston et al., 2006). Ces résultats sont en adéquation 
avec l’idée que la liaison des agonistes est un processus en plusieurs étapes, au cours duquel 
les domaines agonistes se referment plus ou moins sur le ligand, favorisant alors l’apparition 
de contacts interlobes qui, in fine, stabilisent la conformation "ABDs fermés". Concernant les  
rNMDAs, la liaison d’un agoniste partiel diminue leur probabilité d’ouverture en raison de 
durées de fermeture plus longues et d’ouverture plus courtes (Kussius & Popescu, 2009 ; 
Kussiu et al., 2010). Des mesures de LRET (Transfert d’Energie de Résonnance par 
Luminescence), permettant d’évaluer les changements conformationnels qui interviennent au 
niveau des ABDs des sous-unités GluN1 et GluN2 dans un rNMDA entier, montrent que la 
fermeture de l’ABD de GluN1 est similaire, que l’ABD lie un agoniste partiel ou complet, ce 
qui est en adéquation avec la conformation unique observée dans les structures 
cristallographiques d’ABDs de GluN1 isolés, en complexe avec des agonistes ou agonistes 
partiels (Inanobe et al., 2005). En revanche, ces mêmes mesures de LRET ont révélé que, 
pour les sous-unités GluN2A, le degré de fermeture de l’ABD dépendait de la nature de 
l’agoniste partiel (Rambhadran et al., 2011), suivant un mécanisme qui resemblerait donc à 
celui observé sur les rAMPAs. 
 
Si les principes généraux d'activation des iGluRs sont très probablement conservés 
entre rAMPAs, rKAs et rNMDAs (Furukawa et al., 2005 ; Mayer, 2006 ; Paoletti & Neyton, 
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2007; Traynelis et al. 2010 ; Mayer 2011a et 2011b), chaque famille possède tout de même 
ses spécificités. Un exemple représentatif est la différence entre les rNMDAs, caractérisés par 
une conductance unique et une concertation entre les sous-unités lors de l’ouverture du canal 
ionique (Banke & Traynelis, 2003 ; Kussius & Popescu, 2009), et les rAMPAs et rKAs, qui 
ont une multitude de conductances unitaires dues à l’activation différentielle des sous-unités 
individuelles (Rosenmund et al., 1998 ; Jin et al., 2003 ; Poon et al., 2010, 2011 ; Prieto & 
Wollmuth, 2010). En effet, les rNMDAs nécessitent la liaison simultanée de deux molécules 
de glycine et deux moléculares de glutamate pour être activés. Suite à la liaison des quatre 
agonistes, le canal s’ouvre de manière concertée, ce qui résulte en un niveau de conductance 
unitaire uniforme (Banke & Traynelis, 2003). Dans le cas des rAMPAs et des rKAs, la 
fixation du glutamate sur deux des quatres sites possibles suffit à déclencher l’ouverture du 
canal, l'activation maximale nécessitant l'occupation simultanée des quatre sites (Rosenmund 
et al., 1998). Les bases structurales à l’origine de ces différences entre rNMDAs et récepteurs 
non-NMDA sont encore méconnues mais impliquent probablement des interactions entre 
domaines ABDs et NTDs (Hansen et al., 2013) et des différences dans le couplage entre 
ABDs et pore via les "linkers".  
 
 La conformation active d’un iGluR, que nous venons de décrire, n’est cependant pas 
stable et cette stabilité peut être récupérée par deux voies distinctes : (1) la réouverture des 
ABDs permettant la dissociation des agonistes et donc la désactivation du récepteur, ou (2) le 
réarrangement à l’interface de dimérisation (Hansen et al., 2007), qui mènent à la 
désensibilisation (Fig. 2.34 ; Mayer, 2006). 
 
 
 
2.2.8. Mécanismes structuraux de désensibilisation 
 
Lors d’une application prolongée de glutamate, les rAMPAs et rKAs subissent une 
désensibilisation profonde en une dizaine de millisecondes (Fig 2.35.A ; Furukawa et al., 
2005 ; Sun et al., 2002), ce qui est généralement plus lent que la désactivation. Cette 
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désensibilisation conduit à la fermeture du canal ionique et se traduit par une réduction des 
courants portés pas les iGluRs, en  présence continue de glutamate. Elle représente une façon 
naturelle de supprimer l’activité des iGluRs afin de protéger les neurones d’une entrée 
excessive de calcium excitotoxique, notamment dans des conditions pathologiques, comme 
lors d’ischémies cérébrales, durant lesquelles la concentration de glutamate extracellulaire 
augmente fortement (Lipton, 1999 ; Bordet et al., 2009).  
 
 
 
 
Figure 2.35. Suppression par mutagenèse ou par traitement pharmacologique de la 
désensibilisation des récepteurs AMPA. A, B, C- Lors d’une application prolongée de glutamate, les 
rAMPAs (ici, GluR2) désensibilisent profondément sur une échelle de temps de l’ordre de la dizaine 
de milliseconde (A). Le cyclothiazide CTZ (B) et la mutation GluA2-L483Y (C) bloquent cette 
désensibilisation rapide et quasi-complète des rAMPAs. D- Structure cristallographique d’un dimère 
de NTDs GluA2, en présence de glutamate et de CTZ, en vue latérale (gauche) et vue de dessus 
(droite) (pdb 1LBC). D’après Sun et al., 2002. 
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Dans les rAMPAs, des modulateurs allostériques, tels que le cyclothiazide (Fig. 2.35. 
B et D), l’aniracetam et le CX614, atténuent ou bloquent la désensibilisation (Sun et al., 
2002 ; Jin et al., 2005). Des données cristallographiques, établies sur ABD isolés, montrent 
que le CTZ se lie à l’interface de dimérisation entre deux ABDs adjacents et agit comme une 
« colle moléculaire » stabilisant cette interface (Fig. 2.35. B et D). Des expériences 
d’ultracentrifugation analytique ont d’ailleurs montré que le CTZ diminuait la constante de 
dissociation du dimère d’ABD de rAMPAs-GluA2 d’un facteur proche de 5 000 (Kd ~ 6 mM 
en absence de CTZ et Kd ~ 1.2 µM en présence de CTZ ; Sun et al., 2002). De même, des 
pontages covalents ou des mutations ponctuelles qui renforcent ou perturbent l’interface de 
dimérisation entre ABDs, dans les rAMPAs (Sun et al., 2002 ; Horning & Mayer, 2004) et les 
rKAs (Weston et al., 2006 ; Zhang et al.,  2006 ; Nayeem et al., 2009 ; Chaudhry et al.,  
2009b),  réduisent ou augmentent respectivement la désensibilisation. Par exemple, la 
mutation de la leucine 483 de GluA2 en tyrosine (GluA2-L483Y) engendre des rAMPAs qui 
ne désensibilisent quasiment plus (Fig 2.35.C ; Stern-Bach et al., 1998 ; Sun et al., 2002). La 
structure cristallographique du dimère d’ABDs de GluA2-L483Y révèle des interactions 
intermoléculaires renforcées entre deux protomères adjacents. En effet, l’anneau aromatique 
de la tyrosine introduite est pris en sandwich par la leucine 748, avec qui elle est en 
interaction hydrophobe, et la lysine 752, deux résidus du protomère adjacent. Le groupement 
amine de cette lysine contribuerait à la stabilité du dimère d’ABDs, en formant des 
interactions de type cation-π avec la tyrosine introduite.  
 
De ces résultats, il a été suggéré que la désensibilisation s’accompagnait d’une rupture 
et du réarrangement de l’interface de dimérisation entre deux ABDs adjacents, qui conduisent 
à une relaxation de la tension exercée sur les "linkers" entre les lobes inférieurs des ABDs et 
le pore, et donc à une réversion partielle des mouvements des hélices M3 induits par la liaison 
du glutamate, ce qui engendre la fermeture du canal. Ce mécanisme permet donc un 
découplage entre la fermeture des ABDs et l’ouverture du canal ionique, ce dernier pouvant se 
fermer alors que le glutamate reste lié a chaque ABD individuel.  
 
 Le rAMPA-GluA2, pour lequel une cystéine a été introduite à une interface entre les 
lobes inférieurs des ABDs (mutation GluA2-S729C) est un bon modèle de l’état désensibilisé 
des iGluRs AMPA et kainate (Armstrong et al., 2006). Dans la structure cristallographique 
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d’un dimère d’ABDs de cette structure "état désensibilisé", les ABDs individuels, liés au 
glutamate, conservent leur fermeture maximale, mais les lobes supérieurs se séparent 
significativement l’un de l’autre. Ainsi, selon ce modèle, la désensibilisation conduit à la 
rupture de l’interface entre les lobes supérieurs des ABDs, ce qui permet aux lobes inférieurs 
et aux "linkers" reliant les ABDs au canal ionique d’adopter une conformation semblable à 
celle au repos. Cette rupture de l’interface entre lobes supérieurs est en accord aves les 
mesures de FRET sur des rAMPAs (Pitt et al., 2010).  
 
Figure 2.36.  Les récepteurs kainate sont modulés par des ions monovalents (Cl-, Na+) et 
divalents (Zn2+). Modèle d’un dimère d’ABDs de rKA-GluK3 établi par homologie avec celui d’un 
rKA-GluK2 et illustrant la localisation des sites de liaison de deux ions Zn2+, deux ions Na+ et un ion 
Cl- . D’après Veran et al., 2012. 
 
 
Dans les rKAs, un pontage covalent de l’interface de dimérisation empêche l’accès à 
l’état ouvert principal, mais autorise des états de conductance plus faible, ce qui suggère que 
des réarrangements importants de l’interface de dimérisation sont requis pour l’activation 
(Daniels et al., 2013). Par ailleurs, les structures cristallographiques des dimères d’ABDs de 
GluK1 et GluK2 mettent en évidence de nouveaux sites de liaison pour des ions mono- et di-
valents, Na+, Ca2+, Cl- (Fig. 2.36 ; Hansen et al., 2009 ; Plested & Mayer, 2007 ; Plested et al., 
2008 ; Nayeem et al., 2011). Des études ultérieures, notamment des analyses de sédimentation 
par ultracentrifugation analytique, ont permis d’identifier les mécanismes d’action de Na+et 
Cl- sur les rKAs.  La liaison de ces ions sur ces sites polaires à l’interface de dimérisation des 
ABDs accroit la stabilité du dimère d’ABDs (Plested & Mayer, 2007 ; Plested et al., 2008 ; 
Nayeem et al., 2009 ; Veran et al., 2012 ; Dawe et al., 2013), et réduit ainsi la 
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désensibilisation (Chaudhry et al., 2009a). Par ailleurs, il a été montré que le zinc agissait 
spécifiquement comme modulateur allostérique positif sur les rKAs homo- ou hétéro-
tétramères contenant la sous-unité GluK3, alors que cet ion inhibe les autres sous-types de 
récepteurs. Cette potentialisation des courants est principalement due à une réduction de la 
désensibilisation. D’après la structure cristallographique obtenue, le zinc se fixe à la base de 
l’interface de dimérisation des ABDs. 
 
Les rNMDAs ne présentent pas de désensibilisation rapide semblable à celle des 
rAMPAs. On observe malgré tout, chez les rNDMAs, une désensibilisation, qui peut prendre 
différentes formes. Tout d’abord, une désensibilisation dépendante de la glycine est observée 
en conditions non saturantes de glycine. Elle est due à une interaction allostérique négative 
entre la liaison du glutamate et celle de la glycine : la liaison de glutamate entraîne une 
diminution d’affinité pour la glycine, et donc la dissociation de cette dernière en conditions 
non saturantes (Mayer et al., 1989a). Par ailleurs, une inactivation des rNMDAs peut être 
induite par l’augmentation de la concentration intracellulaire de calcium (Legendre et al., 
1993), qui, complexé par la calmoduline, se fixerait sur la région C-terminale de GluN1 
(Ehlers et al., 1996). Une troisième forme de désensibilisation, qui ne dépend ni de la glycine 
ni du calcium, est observée quand le contenu intracellulaire est dialysé par le contenu de la 
pipette de patch-clamp. Cette forme de désensibilisation apparaît donc après des applications 
prolongées (plusieurs minutes) en configuration "cellule entière" mais beaucoup plus 
rapidement (quelques dizaines de secondes) en configuration "outside-out". Elle dépendrait de 
l’état de phosphorylation du récepteur, et résulterait notamment de l’activité de la phosphatase 
calcineurine (Tong & Jahr, 1994). Enfin, une des particularités des rNMDAs réside dans 
l’interaction allostérique qui a lieu entre le NTD et l’ABD de la sous-unité GluN2A (Zheng et 
al., 2001; Erreger & Traynelis, 2005) (voir Résultats 2.3.1). En effet, la liaison de glutamate 
sur l’ABD de GluN2A provoque une augmentation de l’affinité du NTD de cette sous-unité 
pour le zinc. Par conséquent, si du zinc contaminant est présent dans le milieu extracellulaire 
et à des concentrations non saturantes pour le site zinc de GluN2A, la liaison du glutamate 
provoque la montée de zinc sur son site. Le zinc étant un inhibiteur allostérique des récepteurs 
GluN1/GluN2A, cette liaison du zinc provoque une diminution de la réponse des rNMDAs 
malgré la présence de glutamate. Si les mécanismes stucturaux de cette inhibition par le zinc 
sont dans l'ensemble mal connus, il est clair que les interfaces de dimérisation entre ABDs 
jouent un rôle cental dans cette inhibition. En cela, l'inhibition par le zinc des rNMDAs, via 
Chapitre 2  Les récepteurs du glutamate 
113 
 
les NTDs, ressemble au processus de désensibilisation des rAMPAs. Notamment, l'interface 
de dimérisation des lobes supérieurs des ABDs subit des réarrangements similaires lors de 
l'inhinbition des rNMDAs par le zinc, et lors de la désensibilisation des rAMPAs (Gielen et 
al., 2008).   
 
 En conclusion, un modèle simplifié de l’activation d’un iGluR entier peut être 
construit en partant des hypothèses suivantes : (1) l’état fermé du récepteur est représenté par 
la structure du rAMPA-GluA2 entier en complexe avec un antagoniste ; (2) dans les états 
désensibilisé et ouvert, l’ABD adopte des conformations similaires à celles observées dans les 
structures cristallographiques d’ABDs isolés complexés par le glutamate, avec ou sans la 
mutation GluA2-S729C respectivement ; (3) le dimère de dimères de NTDs ne change pas de 
conformation et reste identique dans les trois états conformationnels représentés ; (4) dans 
l’état désensibilisé, le canal ionique adopte une conformation identique à celle de l’état fermé, 
mais adopte une conformation de type « canal potassique Shaker » dans l’état activé. D’après 
ce modèle, l’iGluR entier subit un mouvement de torsion et un raccourcissement durant 
l’activation, et reprend sa conformation initiale (non "twistée" et élongée) lors de la 
désensibilisation (Sobolevsky et al., 2013 ; Suzuki et al., 2013). En particulier, Y.Suzuki et 
ses collègues ont décrit, par AFM et en utilisant des molécules de glutamate cagées, une 
réduction rapide de la "hauteur" d'un rNMDA individuel de 7.3 nm à 3.5 nm, lors de 
l'activation. 
 
 Même si ce modèle est sans doute une version simplifiée de ce qui se passe en réalité 
lors du "gating" d’un iGluR, il peut servir de base pour des expériences futures visant à mieux 
comprendre les mécanismes d’activation et de désensibilisation des iGluRs.  Notamment, des 
modélisations moléculaires seront nécessaires afin de développer le modèle d’un point de vue 
énergétique. D’ailleurs, certaines études ont déjà apporté des prédictions intéressantes, 
notamment un mouvement vertical des TMDs lors de l’activation des rAMPAs (Dong & 
Zhou, 2011) et une contribution au « gating » plus importante pour les sous-unités externes 
(paire B/D) qu’internes (paire A/C) (Dong & Zhou, 2011 ; Dai & Zhou, 2013, voir aussi 
Résultats 1.3.4). Tous ces modèles prédisant les dynamiques conformationnelles des iGluRs 
peuvent être éprouvés expérimentalement par des approches structurales et fonctionnelles 
incluant l’électrophysiologie, la cristallographie, la RMN, la mutagenèse dirigée et les 
analyses de FRET.   
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3.  BIOGENESE ET ARRANGEMENT DES RECEPTEURS-CANAUX DU 
GLUTAMATE 
 
 
La biosynthèse des protéines membranaires se déroule dans le réticulum endoplasmique (RE), 
un organite présent dans les cellules eucaryotes et lié à la membrane nucléaire (Ellgaard & 
Helenius, 2003) (Fig. 3.1). Au fur et à mesure de leur synthèse par le ribosome, les domaines 
transmembranaires des protéines sont intégrés à la membrane du RE, et plus précisément, au 
cœur apolaire de sa bicouche lipidique, via un complexe protéique transporteur nommé 
translocon. Ce dernier est constitué de plusieurs protéines arrangées autour d'un pore 
transmembranaire central permettant le passage de la chaîne polypeptidique en cours de 
biosynthèse, du ribosome vers la lumière du RE. Simultanément, la protéine naissante fait 
l’objet de modifications (pontages disulfures, N-glycosylation…) ce qui aboutit finalement à 
l’assemblage du polypeptide au sein d’un complexe monomérique ou multimérique 
fonctionnel. Ce processus d'assemblage est assisté par des protéines chaperonnes, notamment 
les membres des familles Hsp 70, Hsp 40 et Hsp 90 (Bannyckh et al., 1996). Quand des 
protéines mal ou non assemblées s'accumulent dans le RE, des signaux UPR (unfolded protein 
response) sont déclenchés. Ils ciblent notamment ces protéines chaperonnes en les sur-
régulant, et des protéines kinases du RE afin d'atténuer la transcription, et donc faire diminuer 
les stocks de protéines non assemblées. Les protéines mal repliées, mal assemblées ou 
dénaturées sont exportées hors de la lumière du RE par rétrotranslocation, ubiquitinées 
(liaison covalente entre un résidu glycine de la protéine et plusieurs ubiquitines) puis 
dégradées en peptides par le protéasome, un complexe enzymatique multiprotéique (Bertolotti 
et al., 2000 ; Harding et al., 2001). Dans le cas des récepteurs AMPA (rAMPAs), il a été 
montré que la stargazine et la protéine chaperonne BiP étaient co-localisées dans le RE, ce qui 
suggère que la stargazine assiste l'assemblage du rAMPA lors de conditions de stress (sans 
être toutefois indispensable ; Vandenberghe et al., 2005),. Lorsqu'elles sont assemblées, les 
protéines quittent le RE vers l'appareil de Golgi puis migrent vers la surface de la cellule, via 
des vésicules de transfert. Une fois à la membrane plasmique, les protéines diffusent 
latéralement (Choquet & Triller, 2005) et interagissent avec une variété de protéines 
d'échafaudage qui, dans le cas des récepteurs-canaux de la neurotransmission, facilitent leur 
localisation et ancrage à la synapse (Nakagawa et al., 2004 ; Sheng & Kim, 2011) 
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Figure 3.1. Les récepteurs membranaires synthétisés et assemblés dans le réticulum 
endoplasmique migrent ensuite vers la membrane plasmique via l'appareil de Golgi. Cas des 
récepteurs AMPA.  D'après Nakagawa, 2010 
 
 
3.1. Assemblage des récepteurs-canaux 
 
 
 
Les récepteurs-canaux  forment des multimères associant plusieurs sous-unités, distinctes ou 
non. Ainsi, si certains peuvent former des homomères, pour d'autres, l'assemblage 
hétéromérique est un prérequis à leur fonctionnement et leur transfert jusqu'à la membrane 
plasmique. C'est notamment le cas des récepteurs nicotiniques à acétylcholine (nAChRs) 
musculaires (Wanamaker et al., 2003) et des récepteurs NMDA (rNDMAs ; Cull-Candy et al., 
2001). Les gènes encodant ces sous-unités sont le plus souvent présents sur des chromosomes 
différents. D'autres peuvent, sous certaines conditions, former des complexes homomériques, 
même si, in vivo, on les retrouve majoritairement sous forme hétéromèrique. C'est le cas de 
certains membres de la famille des récepteurs-canaux pentamériques (les récepteurs GABAA 
(Tsetlin et al., 2011) et les nAChRs du SNC (Wanamaker et al., 2003)) et des récepteurs-
canaux du glutamate (iGluRs) de type AMPA et kainate (Lu et al., 2009). Les mécanismes 
impliqués dans les préférences d'assemblage sont les suivants : la disponibilité du partenaire 
d'hétéromérisation, qui dépend du niveau d'expression d'une sous-unité donnée dans une 
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cellule donnée, les cinétiques de traduction et de translocation à travers la membrane du RE, 
le taux de protéines assemblées dans le RE, l'affinité entre sous-unités et leur diffusion 
latérale dans la membrane du RE.  
 
 L'assemblage des récepteurs-canaux pentamériques a été étudié dès le début des 
années 90, avec des travaux sur le nAChR de Torpedo (Green et al., 1993) puis sur le nAChR 
de cellules musculaires de souris (Kreienkamp et al., 1995). Cette dernière étude a montré 
qu'un nAChR était formé par l'association entre un dimère de sous-unités α et δ et un trimère 
β-α-γ pour aboutir, in fine au pentamère α-γ-α-δ-β. Des expériences sur des chimères ont 
permis d'identifier les régions des sous-unités impliquées dans l'assemblage et la diffusion des 
récepteurs vers la membrane plasmique. En particulier, il a été montré que les domaines 
extracellulaires jouaient un rôle majeur dans l'assemblage des récepteurs-canaux 
pentamèriques nAchRs. Le domaine intracellulaire est également impliqué, surtout dans la 
dernière étape, via la boucle cytoplasmique de la sous-unité α. Enfin, récemment, il a été 
montré qu'un réseau aromatique d'interactions entre les trois segments transmembranaires M1, 
M3 et M4, était un élément essentiel de l'assemblage des récepteurs glycinergiques, une sous-
famille de récepteurs pentamériques  (Haeger et al., 2010).  
 
Concernant les récepteurs GABAA, certaines combinaisons de sous-unités (α1, β2, et γ2 
d'une part ; α1 et β2 d'autre part) produisent des récepteurs effectivement exprimés à la 
membrane plasmique. A contrario, les combinaisons α1γ2 et β2γ2 sont retenues dans le RE 
(Connolly et al., 1996). De nouveau, des résidus des domaines N-terminaux des sous-unités 
GABAA (notamment de β3 et de α1) ont été désignés comme essentiels à l'assemblage du 
récepteur (Klausberger et al., 2001).  
 
En ce qui concerne les récepteurs-canaux trimériques P2X, les sept sous-unités 
peuvent former des homomères, à l’exception de la sous-unité P2X6 qui doit obligatoirement 
s'associer avec l'une des deux sous-unités P2X2 ou P2X4 pour former des récepteurs 
fonctionnels (Barrera & Edwardson, 2008). Dans le cas contraire, la sous-unité P2X6 est 
retenue dans le RE. La stœchiométrie des récepteurs contenant P2X6 dépend de l'expression 
relative des sous-unités dans une région donnée (Barrera et al., 2007). Les sous-unités P2X2 
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et P2X1, lorsqu'elles sont co-exprimées forment préférentiellement des hétéromères, plutôt 
que des homomères (Aschrafi et al., 2004). Il est probable que l'assemblage de trois sous-
unités commence par la dimérisation de P2X1 et P2X2 puis un des deux monomères vient 
compléter l'assemblage. L'étude de récepteurs mutants privés de certaines régions a par 
ailleurs montré que ni l'extrémité C-terminale, ni l'extrémité N-terminale n'était importante 
pour l'assemblage du récepteur ou sa sortie du RE (Torres et al., 1998). En revanche le 
segment transmembranaire TM2 est crucial pour l'assemblage du récepteur (Torres et al., 
1999). 
 
Contrairement aux récepteurs-canaux pentamériques et aux récepteurs P2X, les 
interfaces entre les sous-unités d'iGluRs ne sont pas toutes analogues. Comme nous l'avons vu 
précédemment (Introduciton 2.2.6), les iGluRs tétramériques fonctionnent en fait en dimères 
de dimères. Or l'arrangement de ces deux dimères dans le complexe entier, que ce soit au 
niveau des domaines extracellulaires ou des domaines transembranaires, est encore mal 
compris. En raison du niveau de complexité de cette organisation, il est très difficile de définir 
précisément les étapes d'oligomérisation des iGluRs.  
 
 
 
 
 
 
3.2. L’assemblage et l’arrangement des sous-unités au sein d’un récepteur 
AMPA tétramérique se fait en plusieurs étapes. 
 
 
La synthèse d'une sous-unité d'iGluR commence par le NTD, domaine qui suit 
immédiatement le peptide signal dans la structure primaire de la protéine. Puis sont 
synthétisés le segment S1 de l’ABD et les segments transmembranaires M1, M2 et M3. Après 
intégration de cette portion M1-M3 de la protéine dans la bicouche lipidique du RE, la 
synthèse continue avec le segment S2 de l’ABD, puis le segment transmembranaire  M4 et 
enfin l’extrémité C-terminale cytoplasmique. L'assemblage de ces sous-unités individuelles 
néo-synthétisées au sein d'un complexe tétramérique se déroule en deux étapes : (1) 
l'interaction de deux sous-unités pour former un dimère, considéré comme un intermédiaire 
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essentiel de biogenèse, puis (2) l'assemblage de deux dimères distincts pour former un 
tétramère complet (Ayalon et al., 2001). Précisons que l'oligomérisation n'est possible 
qu'entre sous-unités d'une même famille (AMPA, kainate ou NMDA), grâce aux NTDs qui 
jouent le rôle de  "domaines de compatibilité"  et de  reconnaissance entre sous-unités iGluRs 
(Leuschner & Hoch, 1999; Ayalon & Stern-Bach, 2001; Ayalon et al., 2005). 
 
 
Dimérisation des NTDs  
 
 
Le NTD étant le premier domaine traduit, il constitue un élément central de l'assemblage des 
iGluRs. Divers travaux ont montré que les NTDs des rAMPAs dimérisaient facilement en 
solution (Kuusinen et al., 1999) et constituaient donc le point de départ de la formation de 
dimères à partir de monomères (Clayton et al., 2009 ;  Jin et al., 2009 ; Ayalon et al., 2005). 
Une  étude récente, basée sur l'induction par l'effecteur DOX de l'expression de GluA2 dans 
des cellules HEK, a d'ailleurs mis en évidence la chronologie des événements aboutissant à la 
formation d'un récepteur fonctionnel (Shanks et al., 2010). Douze heures après l'induction, la 
majorité des sous-unités ont dimérisé, puis durant les douze heures suivantes, les rAMPAs 
s'assemblent en complexes tétramériques et sont transférés de l'appareil de Golgi à la 
membrane de la cellule. Ainsi, l'expression du rAMPA à la membrane plasmique a atteint son 
maximum une journée après l'induction.  
 
 
 Cette facilité avec laquelle les NTDs dimérisent s'explique de différentes façons. Tout 
d'abord, les interactions entre deux sous-unités identiques sont favorisées par la forte 
concentration locale d'une sous-unité donnée dans la membrane du RE juste après leur 
synthèse. Par ailleurs, la diffusion dans la bicouche lipidique des protéines néo-synthétisées 
est limitée, d'autant plus qu'elles interagissent avec un réseau de protéines chaperonnes 
présentes dans la lumière du RE : les collisions entre protéines éloignées sont donc restreintes 
(Greger & Esteban, 2007). Enfin, il a été démontré que les NTDs isolés des rAMPAs et, dans 
une moindre mesure, ceux des rKAs, formaient des homodimères de haute affinité (Fig. 3.2 ; 
Rossmann et al., 2011), stabilisés par de nombreux contacts impliquant les deux lobes des 
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NTDs (Sobolevsy et al., 2009 ; Kumar et al., 2011).  L'interface entre les lobes inférieurs des 
NTDs est généralement plus lâche que celle entre les lobes supérieurs et surtout beaucoup 
moins conservée d'une sous-unité rAMPA à l'autre. Cela explique probablement les diverses 
affinités d'homodimérisation des NTDs observées selon la sous-unité (Rossmann et al., 2011 ; 
Greger et al., 2007).  
 
 
Tétramérisation des sous-unités 
 
Dans une seconde phase, les dimères s'associent pour former des tétramères, avec l'apparition 
de nouvelles interfaces entre dimères de NTDs et un réarrangement des interfaces existantes.  
Lors de la tétramérisation le canal ionique se forme et les ABDs s'associent sous-forme de 
dimère de dimères (Fig 3.3 ; Sobolevsky et al., 2009).  
 
 Récemment, Rossman et al. (2011) ont développé des essais d'ultracentrifugation 
(AU-FDS) très sensibles sur des domaines isolés, qui permettent de détecter les interactions 
entre NTDs notamment, à la fois pour les combinaisons homo- et hétéromères. Cette approche 
a mis en évidence la préférence des sous-unités de rAMPAs à former des hétéromères, plutôt 
que des homomères. Ces préférences d'assemblage sont en grande partie guidées par les 
différentes affinités d'association des NTDs entre eux. Les auteurs ont ainsi mis en évidence 
une large gamme d'affinités couvrant quatre ordres de grandeur selon la nature des NTDs 
(Fig. 3.2). Alors que l'assemblage des NTDs des sous-unités GluA2 est très favorisé (Kd 
inférieur à 2 nM), les sous-unités GluA3 dimérisent, elles, très difficilement (Kd supérieur à 1 
mM). Les dimères de NTDs de GluA1, enfin, se caractérisent par un Kd intermédiaire, de 
l'ordre de 30 à 100 nM. Ces affinités, NTD-spécifiques, et les concentrations relatives en 
sous-unités, qui diffèrent selon la population neuronale, sont des déterminants majeurs du 
processus d'assemblage tétramérique des rAMPAs (Rossman et al., 2011).  
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Figure 3.2. Les différentes affinités d'association entre NTDs de récepteurs AMPA dictent  en 
grande partie les spécificités d'assemblage et de composition en sous-unités. Très élevé, le Kd 
d'association des NTDs de GluA3 défavorise fortement leur dimérisation. A contrario, les sous-unités 
GluA2, très présentes dans les neurones pyramidaux, dimérisent très facilement (Kd<2 nM) et les sous-
unités GluN1, majoritaires dans les interneurones, forment des assemblages d'affinité intermédiaire. 
D'après Rossman et al., 2011). 
 
  
 Les interactions entre domaines ABDs en solution, sont quant à elles si faibles, 
qu’elles ne peuvent être mesurées par l’AUC (concentrations maximales mesurables de 
l’ordre de la dizaine de millimolaires) (Weston et al., 2006 ; Sun et al., 2002). En revanche, la 
relative proximité des ABDs dans le tétramère en cours d'assemblage leur permet d'interagir. 
Des analyses de rAMPAs-GluA2, purifiés en cours de biosynthèse, par microscopie 
électronique en cellules HEK, a ainsi montré que les ABDs avaient un rôle important dans le 
passage du dimère GluA2 au récepteur tétramérique final (Shanks et al., 2010). La séparation 
(i.e. la non association) des ABDs dans le dimère initial est même un pré-requis à 
l'assemblage final du tétramère (Fig. 3.3, gauche). En effet, le mutant GluA2-L504Y, qui 
empêche la désensibilisation du rAMPA-GluA2 en stabilisant l’interface de dimérisation entre 
les lobes supérieurs de deux ABDs adjacent (Sun et al., 2002), est très peu exprimé à la 
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surface des cellules. Ce défaut d'expression vient en fait d'un problème d'assemblage du 
rAMPA muté dont les sous-unités, stabilisées dans le dimère par des interactions entre ABDs, 
ne peuvent s'assembler ensuite dans un tétramère (Fig. 3.2, droite). Ces observations 
supportent donc le modèle selon lequel le passage du dimère au tétramère est assuré par 
l'apparition de nouvelles interactions entre des ABDs de deux dimères distincts (Fig 3.3 : 
dimère d'ABDs bleu-violet). En conclusion, dans le rAMPA tétramérique final, le NTD et 
l'ABD de chaque sous-unité forment des dimères avec une sous-unité voisine différente. Cette 
organisation est d'ailleurs en complet accord avec l'arrangement observé dans la structure 
cristallographique du rAMPA-GluA2, caractérisée par la permutation de sous-unités ("domain 
swapping") (Sobolevsky et al., 2009), phénomène faisant référence à l'échange des sous-
unités voisines formant les dimères constitutifs du récepteur, entre la couche des ABDs et 
celle des NTDs (voir Introduction 2.2.6.2 et Fig.2.30 et 2.32) . 
  
 Enfin, le domaine transmembranaire (TMD) des rAMPAs est également impliqué 
dans la dimérisation initiale entre sous-unités mais surtout dans l'oligomérisation ultérieure 
(Fig. 3.3 ; Ayalon et al., 2001). Le segment M2 semble jouer un rôle important dans 
l'assemblage. Il possède une glutamine (Q607) qui est éditée en arginine (R) dans la plupart 
des sous-unités GluA2 du SNC, alors que les sous-unités GluA1, GluA3, GluA4 ne subissent 
pas cette édition (Seeburg, 1996). L'effet de l'édition Q/R sur l'assemblage interviendrait lors 
de la transition entre l'intermédiaire dimérique et le complexe hétérotétramérique final. En 
effet, le rapprochement des quatre TMDs des sous-unités GluA2 éditées, chacune comprenant 
une charge positive à la position 607, est peu probable en raison d'une trop grande répulsion 
électronique entre résidus arginines, en revanche cette situation est en faveur de l'interaction 
avec une autre sous-unité non éditée et donc de la formation d'hétéromères (Greger et al., 
2003). Un autre élément essentiel à la stabilisation du complexe tétramérique, et qui n'était 
pas attendu avant l’obtention de la structure cristallographique du rAMPA-GluA2, est 
l'interaction du segment M4 avec les hélices M1 et M3 de la sous-unité adjacente (Sobolevsky 
et al., 2009). Cette interaction joue probablement un rôle important lors de l'assemblage du 
récepteur tétramérique. Elle est également essentielle à l'expression des rAMPAs à la surface 
de la cellule (Salussolia et al., 2011). Dans ce dernier article, les auteurs ont montré que 
l’absence du segment transmembranaire M4 empêchait l'expression membranaire de la sous-
unité GluA1, et que cet effet n'était pas dû à l'impossibilité pour le TMD d'établir des contacts 
avec l'ABD mais plutôt à l'absence d'interaction entre des résidus de M4 formant une face 
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"interne" de l’hélice et des résidus des hélices transmembranaires M1 et M3 de la sous-unité 
adjacente. 
 
 
 
 
Figure 3.3. Mécanisme proposé pour l'assemblage des récepteurs AMPA. L'initiation de 
l'assemblage d'un rAMPA homotétramérique est assurée par la dimérisation des NTDs.  Dans le 
dimère formé (de type sauvage), les ABDs ne dimérisent pas. Selon les auteurs le dimère d'ABDs n'est 
formé que durant le passage du dimère au tétramère. En revanche, les ABDs des sous-unités mutées 
GluA2-L504Y dimérisent au sein du dimère  rAMPA, ce qui empêche le récepteur de s'assembler 
correctement : la tétramérisation n'est pas possible. Les NTDs sont représentés en rouge et orange, les 
ABDs en bleu et violet et les TMDs en jaune et vert. A partir de Nakagawa, 2010 
 
 
 Cet assemblage des rAMPAs en deux étapes, avec (1) la formation d'un dimère 
stabilisé par des interactions entre NTDs, puis (2) la rencontre entre deux de ces dimères et la 
dimérisation des ABDs qui en résulte, pour former un tétramère complet, permet de décrire la 
formation de rAMPAs homomériques (Fig. 3.3). Or, in vivo, on trouve principalement des 
rAMPAs hétérotétramériques, associant le plus souvent une sous-unité GluA2 à l'une des 
sous-unités GluA1 ou GluA3 (Traynelis et al., 2010).  Pour ces récepteurs, la question de 
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l'assemblage est plus complexe : on ignore encore comment, et dans quel ordre, deux sous-
unités d'un type et deux sous-unités de l'autre s'assemblent, pour former un complexe 
hétérotétramérique. Il est vraisemblable qu'initialement, les sous-unités dont les NTDs 
dimérisent facilement (notamment GluA2 et, dans une moindre mesure, GluA1) forment des 
homodimères, car juste après la synthèse des monomères dans le RE, la concentration 
localement élevée en sous-unités favorise les rencontres entre NTDs. A partir de ce postulat, 
deux hypothèses sont envisageables concernant la formation du tétramère (Fig. 3.4).  Il peut 
avoir pour origine l'association de deux homodimères formés par dimérisation des NTDs, 
comme on peut l'observer dans le cas des rAMPAs homomériques, à ceci-près que dans le cas 
de récepteurs hétéromériques, les deux dimères sont chimiquement distincts. L'assemblage 
s'achève alors avec la tétramérisation des TMDs, l'hétérodimérisation des ABDs (association 
entre ABDs des deux dimères distincts), et éventuellement un réarrangement des interfaces 
entre NTDs (Herguedas et al., 2013). Le tétramère peut aussi se former à partir de deux 
monomères (dont les NTDs homodimérisent très difficilement) qui viennent s'immiscer dans 
la structure d'un homodimère initialement formé. Cette "intrusion" conduit à un 
réarrangement des interfaces existantes dans l'homodimère initial et l'apparition de nouvelles 
interfaces hétéromériques. Le récepteur final s'arrange finalement en dimère d'hétérodimères, 
dans la couche des ABDs et celle des NTDs. Concernant les rKAs hétéromériques, associant 
le plus souvent GluK4 ou GluK5 à l'une des sous-unités GluK1, GluK2 ou GluK3 (un 
hétérodimère de NTDs GluK2/GluK5, de haute affinité, a été cristallisé ; Kumar et al., 2011), 
le même problème se pose, avec les deux hypothèses qui sont également envisageables.  
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Figure 3.4. Les récepteurs-canaux du glutamate peuvent être répartis en deux catégories selon 
leur mode d'association. A-Les rAMPAs et les rKAs composés des sous-unités GluK1-3 
s'assemblent "préférentiellement" en hétéro-tétramères, mais ces sous-unités peuvent aussi se 
rencontrer sous forme d'homomères. Les sous-unités de rNMDAs et GluK4, GluK5 ne peuvent pas 
former d'homomères fonctionnels, ils forment donc "obligatoirement" des hétérotétramères. B- Les 
récepteurs qui s’assemblent "préférentiellement" en hétéromères forment initialement des 
homodimères via des contacts entre NTDs. Deux de ces dimères s'assemblent ensuite pour former un 
tétramère, via une trans-dimérisation des ABDs et une tétramérisation des TMDs (en haut). Les 
récepteurs qui forment "obligatoirement" des hétéromères viennent "s'incruster" dans un homodimère 
déjà formé pour former un hétérotétramère (en bas). 
 
 
 
3.3. Cas particulier des récepteurs NMDA hétérotétramériques 
 
 
Les rNMDAs sont des récepteurs "obligatoirement" hétéromériques, associant le plus souvent 
deux sous-unités GluN1 et deux sous-unités GluN2. La question posée pour les rAMPAs et 
les rKAs hétéromériques concernant l'assemblage des sous-unités est donc valable pour les 
rNDMAs. Néanmoins, on dispose pour les rNMDAs de données solides permettant d'éclaircir 
ce problème d'assemblage entre deux sous-unités GluN1 et deux sous-unités GluN2.  
 
 Tout d'abord, il est bien établi que les sous-unités GluN1 peuvent s'associer, en 
système recombinant ou dans des systèmes natifs, pour former des homo-oligomères 
intracellulaires stables, alors que les sous-unités GluN2 n'en sont pas capables (McIlhinney et 
al., 1998 ; Okabe et al., 1999 ; Horak & Wenthold, 2009 ; Farina et al., 2011). En raison de 
leur localisation intracellulaire et de leur stabilité, ces homodimères GluN1 forment très 
probablement la "matrice" de base  à partir de laquelle les rNMDAs hétérotétramériques 
s’assemblent. Des études passées ont d'ailleurs suggéré que la sous-unité GluN1 était 
impliquée dans l'initiation de l'assemblage (Atlason et al., 2007). Plus récemment, A.N. 
Farina, T.Nakagawa et leurs collègues, ont démontré, par une approche combinant 
cristallographie, microscopie électronique de particules uniques et biochimie, que les NTDs 
des sous-unités GluN1 pouvaient former des complexes dimériques dans le cytoplasme 
(Farina et  al., 2011) et jouer, comme dans le cas des rAMPAs et des rKAs, un rôle essentiel 
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dans l'assemblage des rNMDAs. Ainsi, aucune expression surfacique ne peut être détectée 
lorsque la sous-unité GluN2A de type sauvage est co-exprimée avec la sous-unité GluN1 
privée de son NTD (Farina et al., 2011 ; voir également Meddows et al., 2001). Enfin, des 
mesures d’affinité à l’équilibre sur domaines isolés indiquent que l'hétérodimérisation de 
NTDs  de GluN1 et GluN2 est fortement favorisée (Kd proche de 1 µM) par rapport à 
l'homodimérisation des NTDs, que ce soit de GluN2 ou même de GluN1 (Karakas et al., 
2011).  
 
 De ces résultats, on peut déduire que les NTDs jouent un rôle essentiel dans 
l'assemblage des rNDMAs, non seulement dans l'étape initiale de dimérisation entre deux 
sous-unités GluN1, mais aussi lors de l'hétérotétramérisation finale, qui implique 
probablement un réarrangement des interfaces entre NTDs. Ces informations ont été 
confirmées par l'ensemble du travail de Farina et de ses collègues, qui sont parvenus à 
cristalliser un homodimère de NTDs de GluN1. L'arrangement des NTDs au sein de cet 
homodimère diverge fortement de celui décrit pour les rAMPAs et rKAs ce qui suggère que la 
structure et les mécanismes impliquant les NTDs des rNMDAs sont différents de ceux qui 
caractérisent les rAMPAs et rKAs (voir Introduction 2.2.6.1). Selon les auteurs, 
l'homodimérisation de GluN1 est le point de départ de la biosynthèse du récepteur. Cette 
première étape est indispensable à un assemblage correct des sous-unités car l'homodimère de 
NTDs GluN1 assiste le recrutement ultérieur des sous-unités GluN2 grâce à une géométrie 
favorable à l'hétérodimérisation (Fig. 3.5). Lors de cette ultime étape, la rupture de l'interface 
entre NTDs de GluN1 promeut leur interaction avec les NTDs des sous-unités GluN2, ce qui 
stabilise finalement le rNMDA hétérotétramérique. C.H. Lee et E. Gouaux ont d'ailleurs 
publié, au même moment, que les NTDs du rNMDA s'associaient en dimères d'hétérodimères 
par l'intermédiaire d'interactions entre les lobes supérieurs des NTDs de GluN1 et GluN2 (Lee 
& Gouaux, 2011 ; Mony et al., 2011) 
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Figure 3.5. Modèle d’assemblage des récepteurs NMDA hétérotétramériques GluN1/GluN2. Les 
auteurs proposent le modèle ci-dessus pour décrire le réarrangement des NTDs au cours de 
l'assemblage des rNNMDAs hétérotétramériques. Les sous-unités GluN2 (NTDs roses) restent 
monomériques tandis que les sous-unités GluN1 (NTDs verts) dimérisent via leur NTD. 
L'homodimérisation initiale des NTDs de GluN1 puis la dissociation de cet intermédiaire de 
biosynthèse, sont essentiels à l'hétérotétramérisation des rNMDAs. Lors de cette ultime étape, le 
recrutement des monomères GluN2 s'accompagne de la création de nouvelles interfaces de 
dimérisation et de tétramérisation, entre les NTDs d'une part et entre les ABDs d'autre part. En 
particulier, les ABDs forment un dimère d'hétérodimères, en accord avec la structure 
cristallographique du dimère d'ABDs GluN1/GluN2A (pdb 2A5T, Furukawa et al., 2005). Concernant 
les TMDs, par analogie avec les rAMPAs (Shanks et al., 2010), il est proposé que les TMDs de GluN1 
dimérisent dès le début de l'assemblage. La ligne rouge représente l'interface de dimérisation des 
NTDs de GluN1, la ligne jaune indique la région du NTD de GluN2 qui participe aux contacts avec le 
NTD de GluN1. D'après Farina et al., 2011. 
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4  UNE NOUVELLE APPROCHE : UTILISATION D'ACIDES-AMINES NON-
NATURELS POUR L'ETUDE DES RECEPTEURS-CANAUX 
 
 
 
4.1.  L’incorporation d’acides aminés non-naturels génétiquement encodés : 
une technologie innovante basée sur l’expansion du code génétique  
 
 
 
 
Avec la naissance et le développement de la protéomique, les chercheurs ont dû mettre en 
place un grand nombre de stratégies afin de mieux comprendre les fonctions de chaque 
protéine du génome (Auerbach et al., 2002). De nos jours, la résonnance magnétique nucléaire 
(RMN), la cristallographie, la spectrométrie de masse, l'électrophysiologie, la fluorométrie à 
potentiel imposé (VCF) et la modélisation moléculaire, sont autant d'approches permettant 
d'étudier les protéines d'un point de vue structural et fonctionnel (Hancock et al., 2002 ; Wyss 
et al., 2012 ).  
 
 Dans ce chapitre, je présenterai une nouvelle technique d'ingénierie des protéines que 
l'on nomme "mutagenèse par acides-aminés non-naturels". Cette technique est une extension 
puissante de la mutagenèse dirigée des protéines, qui permet d'incorporer à un site spécifique 
d'une protéine, un acide-aminé artificiel (i.e. non-naturel). Les acides-aminés non-naturels 
(UAAs) sont porteurs de fonctions physico-chimiques absentes dans les vingt acides-aminés 
canoniques, et constituent donc une opportunité de générer des protéines avec des propriétés 
fonctionnelles nouvelles ou renforcées. Je présenterai ici un bref rappel historique de la 
méthode, ses principes et ses applications notamment pour l'étude des récepteurs-canaux, de 
leurs structures et de leurs fonctions. 
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4.1.1 Rappel historique sur la méthodologie des acides-aminés non-naturels  
 
 
Contrairement aux méthodes de mutagenèse classique couramment utilisées en biologie 
moléculaire, la mutagenèse dirigée utilisant des acides-aminés non-naturels (ou UAAs ou 
Unnatural Amino-Acids) est encore au stade de développement. Deux groupes indépendants 
ont été pionniers dans ce domaine, l'un mené par A.R. Chambrelin et son collaborateur 
S.Benner (Bain et al., 1992) et l'autre dirigé par P.G. Schultz (Noren et al., 1989). La stratégie 
qu'ils ont développée, vers la fin des années 80, est basée sur l'utilisation d'ARNt-suppresseurs 
de codons non-sens (ie ARNt dont l'anticodon a été muté afin de devenir complémentaire d'un 
codon-stop), chimiquement aminoacylés et capables de traduire en acide-aminé non-naturel le 
codon-stop ambre, l'un des trois codons-stop marquant la fin de la traduction d'une protéine 
(concept de lecture ou "read-through" d’un codon stop ; Fig. 4.1). Concrètement, cette 
technique permet d'introduire un UAA dans un gène d'intérêt et à un site particulier : durant la 
traduction, lorsque le ribosome parcourt l'ARN et qu'il s'arrête sur le codon-stop UAG, il va, 
par l'intermédiaire de l'ARNt-suppresseur, incorporer l'UAA dans la chaine protéique, puis 
poursuivre la traduction de la protéine entière. 
 
 
 
Figure 4.1. Stratégie initialement développée pour l’incorporation d'un UAA à un site spécifique 
d'une protéine. Cette technique implique la substitution d'un codon non-sens TAG au triplet codant le 
résidu d'intérêt. L'ARNt-suppresseur aminoacylé, obtenu par synthèse chimique, est ajouté à la 
réaction de synthèse in vitro de la protéine à partir du gène muté, afin d'incorporer l'UAA dans la 
séquence protéique. (pdCpA pour 5'-phospho-2-deoxycytidylyl (3',5') adénosine). De Martin & 
Schultz, 1999 
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 L'étape clé est l'aminoacylation de l'ARNt-suppresseur avec l'UAA désiré (Fig. 4.1). Il 
faut tout d'abord synthétiser séparément : 1) l'ARNt-suppresseur, privé de ses deux derniers 
nucléotides C et A ; 2) un dinucléotide, le 5'-phospho-2'-deoxyribocytidylylriboadenosine 
(pdCpA) ; 3) l'UAA d'intérêt préalablement protégé par un groupe azoté, photo-labile 
(NVOC, Noren et al., 1989) ou I2-labile (4-PO, Heckler et al., 1984). Le dinucléotide est 
ensuite lié à l'UAA protégé puis l'ensemble est attaché à l'ARNt tronqué par la ligase T4-
ARN. L'ARNt-suppresseur aminoacylé ainsi formé est alors déprotégé et injecté directement 
dans l'ovocyte de Xénope, simultanément à l'ARNm contenant le codon UAG. Un à trois jours 
sont nécessaires avant que la synthèse protéique, l'assemblage et le transport vers la 
membrane plasmique, dans le cas de protéines membranaires, ne soient accomplis. 
 
Cette méthode de mutagenèse d'UAAs, avec synthèse chimique de l'ARNt 
aminoacylé, a été développée et utilisée essentiellement par Dougherty et Lester. Son 
principal attrait est lié à la possibilité d'incorporer un nombre quasi illimité d'UAAs dans les 
protéines. A ce jour, pas moins de soixante UAAs ont été incorporés dans des protéines 
variées (Fig. 4.2). Cependant, bien que polyvalente, puissante et prometteuse, cette technique 
n'a été que très peu popularisée. En effet, l'incorporation d'UAAs n'a d'abord été possible qu'in 
vitro, ce qui limite considérablement le champ d'applications. Ces dernières décennies, 
beaucoup d'efforts ont été produits pour faire progresser cette technique et l'appliquer dans 
des cellules vivantes. Le premier système cellulaire pour lequel la mutagenèse d'UAAs s'est 
révélée possible est l'ovocyte de Xénope (Nowak et al., 1995), un système d’expression 
classiquement utilisé pour l’étude des canaux ioniques et récepteurs ionotropiques (LGICs). 
Depuis lors, divers UAAs ont été introduits avec succès dans des LGICs et canaux ioniques, 
exprimés en ovocytes de Xénope, grâce à des ARNt-suppresseurs chimiquement modifiés. 
L'ovocyte de Xénope est un système d'expression idéal car son diamètre important (environ 1 
mm) rend possible les micro-injections des différents ADNc et autres ARNt. 
Malheureusement, cette contrainte liée à la taille adéquate du système d'expression, rend 
difficile le transfert de la technique à des cellules plus petites telles que les neurones. Une 
autre limitation majeure de cette méthode est liée à l'ARNt-suppresseur, dont l'aminoacylation 
nécessite de nombreuses étapes de synthèse chimique, longues, laborieuses et peu efficaces. 
Enfin, la déacylation définitive de cet ARNt (il n'est pas rechargé) au cours de la synthèse 
protéique, constitue un handicap majeur à la transposition de cette technique à des conditions 
in vivo. 
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Figure 4.2. Structure chimique des différents UAAs encodés génétiquement jusqu'à aujourd'hui. 
De Liu & Schultz, 2010. 
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4.1.2 Concept d'expansion du code génétique 
 
 
Le passage d'une approche in vitro, nécessitant de la synthèse chimique, à une approche "tout-
génétique" s'est fait grâce au développement d'une méthode innovante : l'expansion du code 
génétique. L'idée principale de cette approche est de s'affranchir de la synthèse chimique in 
vitro, qui était nécessaire pour aminoacyler l'ARNt-suppresseur. Avec l'expansion du code 
génétique, cette étape d'aminoacylation est réalisée in situ, par la machinerie cellulaire de 
traduction.   
 
 Au début des années 2000 est née l'idée de "fournir" à la cellule, non seulement 
l'ARNt, mais aussi l'enzyme aminoacyl-ARNt synthétase (aaRS), capable d'aminoacyler 
l'ARNt in situ (Kiick et al., 2002 ; Kohrer et al., 2001 ; Liu et al., 1997). Son substrat, l'acide-
aminé non naturel, est ajouté en large excès au milieu de culture (Fig. 4.3). En 2001, le groupe 
mené par P.Schultz fut le premier à développer des paires orthogonales d'ARNt-suppresseur 
et de tyrosine-ARNt synthétases mutées (et dérivées d'une bactérie archée Methanococus 
jannaschii) capables d'introduire des UAAs (dérivés de la tyrosine) dans la bactérie E.Coli. 
(Wang & Schultz, 2001) (Fig. 4.4). Leur succès s'est construit sur l'identification de paires 
orthogonales incompatibles avec les ARNt et aaRS endogènes : d'une part, l'aaRS introduite 
ne doit ni reconnaitre des acides-aminés naturels comme substrats, ni aminoacyler des ARNt 
endogènes, et d'autre part, l'ARNt-suppresseur ne doit pas être aminoacylé par des synthétases 
endogènes (Davis & Chin, 2012). Cette identification de paires orthogonales peut être longue 
et complexe. Jusqu'à présent, seule une dizaine de paires ont été développées pour 
l'incorporation d'UAA dans les cellules de mammifère (Liu & Schultz, 2010). Des méthodes 
alternatives, basées sur la transformation de synthétases existantes, sont à l'étude afin 
d'augmenter la sélectivité des paires orthogonales. La stratégie la plus efficace pour générer 
des paires orthogonales ARNt/aaRS est de les importer d'organismes phylogénétiquement 
distants (par exemple, de l'Archaea à E.coli, de E.coli à la levure, de l'Archaea aux cellules de 
mammifères, etc). L'expansion du code génétique a été développée progressivement  dans 
différents organismes cellulaires, dont la levure (Chin et al., 2003 ; Kohrer et al., 2001), les 
cellules de mammifère (Sakamoto et al., 2002 ; Wang et al., 2007, 2009 ; Ye et al., 2008), les 
cellules souches neurales (Shen et al., 2011), les cellules d'insecte (Mukai et al., 2010), et plus 
récemment les ovocytes de Xénope (voir Résultats 2.1 ; Ye et al., 2013). Ces deux dernières 
années, l'expansion du code génétique a pu être appliquée à des organismes multicellulaires, 
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notamment invertébrés : le ver Caenorhabditis elegans (Greiss & Chin, 2011 ; Parrish et al., 
2012) et la drosophile Drosophila (Bianco et al., 2012). Un article récent publié dans Neuron 
a également montré, qu'il était possible d'utiliser cette méthode non seulement dans des 
neurones d'hippocampes de rat en culture, mais aussi in vivo, dans des neurones du néo-cortex 
d'embryons de souris (Kang et al., 2013). 
 
 
 
 
 
Figure 4.3. Méthodologie pour encoder génétiquement un UAA dans une protéine (ici un 
récepteur couplé aux protéines G (RCPG)). Des cellules HEK293T sont cotransfectés avec trois 
plasmides distincts portant respectivement : le gène de l'aminoacyl-ARNt-synthétase (aaRS) de E.coli 
; le gène de l'ARNt de B.stearothermophilus, pour lequel l'anticodon reconnait le triplet UAG (la 
séquence d'initiation en 5' de l'ARNt est humaine, et l'extrémité 3' contient la séquence de terminaison) 
; et le gène codant le RCPG d’intérêt avec la mutation ponctuelle TAG à la position choisie. Lors de la 
traduction de la protéine, en présence de l'UAA (dans le milieu de culture) correspondant à l'aaRS 
utilisée, il y a  lecture du codon-stop ambre, ce qui permet la synthèse d'une protéine entière. De 
Daggett & Sakmar, 2011. 
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 Trois éléments essentiels déterminent l'efficacité et le rendement de l'incorporation 
d'un UAA : 1) la présence du codon
stop ambre, 3) l'aminoacyl-ARNt synthétase orthogo
l'UAA (Fig. 4.3). Afin d'encoder un nouvel acide
de disposer d'un codon-stop qui spécifie exclusivement l'UAA d'intérêt. Le code génétique 
naturel contient 61 codons perme
codons non-sens, UAG, UAA et UGA, pour lesquels aucun ARNt n'est attribué et qui sont 
donc utilisés pour arrêter la synthèse de la protéine en cours de formation. Le codon
ambre est le moins courant des trois codons
raison pour laquelle il a été réassigné aux acides
2004).  
 
                                                                                   
Figure 4.4. Incorporation de dérivés de la tyrosine par expansion du code génétique. 
Les composants endogènes de la machinerie de traduc
gris, tandis que les éléments exogènes,  l'enzyme et l'UAA, sont représentés en rouge. Les 
l'aa-RS orthogonale, de l'ARNt-suppresseur et 
ambre", sont fournis à la cellule par transfection ou injection. L'UAA (représenté par un point rouge) 
est présent dans le milieu cellulaire. La chaine polypeptidique nouvellement traduite, avec l'UAA 
incorporé à la position choisie, est ensuite assemblée et transpo
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milieu. Représentation de la surface 3D semi-transparente de la structure cristallographique de la Tyr-
RS de E.coli (pdb 1X8X), à partir de laquelle les synthétases orthogonales sont dérivées. La tyrosine 
établit des contacts essentiels avec Y37, N126, D182, F183 et L186 de la Tyr-RS, ces résidus formant 
la poche de liaison de cette tyrosine. Muter ces acides-aminés permet d'obtenir des variants d'aaRS qui 
reconnaissent comme substrat les six types d'analogues de la tyrosine, dont les structures chimiques 
sont représentées en bas de la figure, (Chin et al., 2003). 
 
 
 
 
 Les ARNt synthétases n'ont pas été les seuls éléments de la machinerie de traduction à 
avoir suscité de l'intérêt (Fig. 4.4). Ainsi, bien que le codon-stop ambre (UAG) soit le plus 
largement utilisé dans le processus d'incorporation d'UAA, les codons ocre (UAA) et opale 
(UGA) ont aussi été utilisés (Liu & Schultz, 2010). Pour chacun, la suppression du codon-stop 
est en compétition avec d'autres mécanismes, notamment l'arrêt de la synthèse protéique par 
les facteurs de terminaison (RF). Des stratégies ont d'ailleurs été développées afin de moduler 
les niveaux de RF (Ryu & Schultz., 2006) en utilisant des ribosomes orthogonaux (Neumann 
et al., 2010), ce qui permet d'augmenter l'efficacité de l'incorporation d'UAAs pendant la 
traduction de la protéine en minimisant les mécanismes compétitifs. En incorporant 
génétiquement l'ensemble de ces éléments modifiés dans des organismes cellulaires, des 
organismes avec "un code génétique étendu" ont finalement été créés.  
 
 
 
 
4.2 Applications biologiques de l'expansion du code génétique 
 
 
La  possibilité d'incorporer des UAAs dans les protéines à des sites prédéfinis, et l'étude des 
fonctions de ces protéines modifiées, a séduit les scientifiques pour qui l'étude des 
mécanismes biologiques se heurtait aux limites des méthodes classiques. Progressivement, 
l'approche basée sur l'expansion du code génétique s'est montrée appropriée et complète à 
présent de plus en plus les méthodes traditionnelles (Liu & Schultz, 2010) (Fig 4.5).  
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Figure 4.5.  La p-azido-L-phenylalanine (AzF) : une sonde chimique particulièrement 
intéressante pour l’étude des protéines. La présence de l’AzF ouvre de nouveaux moyens 
d’investigation de la protéine mutée. L'AzF photo-réactif se transforme en nitrène après irradiation aux 
UVs. Le diradical peut notamment interagir avec les chaines latérales de résidus voisins (photo-
pontage). La cycloaddition entre le groupement azide de l'AzF et un alcyne linéaire ou cyclique permet 
d'attacher des fluorophores à l'UAA ("click chemistry"). Enfin, le groupement azide de l'AzF, dont la 
signature vibrationnelle est distincte des vibrations intrinsèques des protéines, constitue une excellente 
sonde pour la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR). De Reddington et al., 2013. 
 
 
 
 
4.2.1 Etude des interactions protéine-protéine et protéine-ligand 
 
 
Dans la plupart des mécanismes biologiques, déterminer les interactions d'une protéine avec 
son environnement, un ligand ou une autre protéine, est un défi. Ce défi est d'autant plus 
difficile à résoudre pour les protéines membranaires ou lorsque les interactions sont faibles, 
transitoires, peu spécifiques, sensibles au pH ou intracellulaires. Grâce à l’encodage génétique 
d'UAAs photo-réactifs, qui peuvent interagir avec des molécules voisines en réponse à une 
lumière de longueur d'onde donnée, de nouvelles interactions protéine-protéine peuvent être 
définies (Fig. 4.5). Jusqu'à présent, on dénombre trois types d'UAAs photo-réactifs, les 
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benzophénones (notamment la p-benzoyl-L-phénylalanine (Bpa)), les dérivés azides de la 
phénylalanine (comme la p-azido-L-phénylalanine (AzF)) et les dérivés de diazirine. Les deux 
premiers, Bpa et AzF, sont illustrés en figure 4.2 et 4.4. Ces UAAs photo-réactifs sont 
incorporés génétiquement à un site précis de la protéine d'intérêt, puis la protéine est irradiée 
avec une lumière ultraviolette (UV) dans des conditions physiologiques adaptées. Les 
partenaires de liaison potentiels, à proximité de l'UAA photo-réactif, sont alors susceptibles 
de former une liaison covalente avec l'UAA. Cela permet d'identifier des facteurs biologiques 
capables d'interagir avec la protéine d'intérêt. 
 
 Le photo-pontage via l'UAA Bpa a notamment été utilisé pour définir les interactions 
entre les protéines chaperonnes GroEL et leurs substrats (Liu et al., 2010), et identifier les 
interactions protéiques importantes pour la régulation du cycle cellulaire. La méthode a aussi 
été utilisée pour définir les interactions protéiques dans les membranes plasmiques des 
cellules de mammifères (Hino et al., 2011) et dans les membranes du réticulum 
endoplasmique (RE) des levures. L'utilisation de cette approche pour étudier les interactions 
entre les translocons bactériens SecY-SecE-SecG (SecYEG) exprimés à la membrane, et la 
protéine SecA, a permis de montrer comment des interactions protéiques dans un complexe 
macromoléculaire pouvaient en influencer les changements conformationnels qui, in fine, 
conduisent à la translocation de la protéine (Mori & Ito, 2006) (Fig. 4.6.).  
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Figure 4.6. Etude des interactions entre SecA et SecY du translocon bactérien SecY-SecE-SecG) 
par incorporation de l’UAA pontant Bpa. Le Bpa a été introduit à 53 positions différentes de la 
boucle cytoplasmique de SecY. Après exposition aux UVs, le photo-pontage entre le Bpa et la 
protéine SecA a pu être détecté par western-blot, avec des anticorps dirigés contre SecA. Un modèle 
par homologie du complexe SecY-SecA de E.coli a été construit, avec les positions d'incorporation et 
de photo-pontage du Bpa représentées en violet. De Davis et Chin, 2012. 
 
 
 
 
 L'incorporation d'un dérivé de diazirine dans la protéine adaptatrice GRB2, exprimée 
en cellules HEK293, a permis d'identifier de nouveaux partenaires de liaison de la GRB2, qui 
n'auraient pas pu être détectés par des méthodes conventionnelles d'immunoprécipitation 
(Hino et al., 2011). Dans cette étude, la diazirine-Phe a été encodée au niveau du domaine 
SH2 de la GRB2. Des cellules mutantes ont été irradiées, après stimulation des EGFRs 
(récepteurs du facteur de croissance épidermique) qui induit des interactions entre la GRB2 et 
des protéines des voies de signalisation. En combinant cette approche à la spectrométrie de 
masse, deux protéines associées (GIT1 et AF6) et les ribonucleoproteines hétérogènes F, H1 
et H2, ont été identifiées comme de nouveaux partenaires directs de la GBR2. 
 
 L'incorporation d'UAAs photo-réactifs dans une protéine se fait avec un très bon 
rendement, ce qui favorise l'expression et la purification d'un nombre suffisant de mutants 
pour des études cristallographiques. Deux études menées sur des protéines photo-pontées 
exprimées dans E.coli ont révélé les structures de "photo-pontage". Ainsi, la structure du 
complexe formé par le domaine C-terminal de la protéine proteasomal S6 et la gankyrine, 
oncoprotéine du foie, ayant incorporé le Bpa, a été résolue avec une précision de 2.05 Å (Sato 
et al., 2011). Elle a révélé que le groupe carbonyle de la benzophénone du Bpa incorporé dans 
la gankyrine, formait une liaison covalente uniquement avec le carbone Cγ du résidu Glu356 
de S6, prouvant ainsi la sélectivité du Bpa (Fig. 4.7). Par ailleurs, dans une étude récente, le 
photo-pontage entre l'AzF inséré dans la GFP, et le chromophore, a été révélé par la structure 
cristallographique obtenue à une résolution de 1.45 Å (Reddington et al., 2013). 
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Figure 4.7. Cristallisation de la liaison entre la région C-terminale de la protéine et l’acide-aminé 
non-naturel Bpa introduit dans la gankyrin (pdb 2DVW ; 2.05 Å). A. Superposition de deux 
complexes,  gankyrine (bleu)-Bpa (rouge) / S6C (vert). B. Vue de dessus du site de pontage. La carte 
de densité électronique est colorée en vert. Le Bpa, ponté à la chaine latérale de S6C est coloré en 
magenta. C. Superposition des structures du complexe photo-ponté (bleu)et du complexe natif (vert). 
D.  Superposition des sites de pontage. Les codes couleur sont les mêmes dans toute la figure. De Sato 
et al., 2011 
 
 
 
 
 
4.2.2 Détection de changements conformationnels 
 
 
Utilisation d'UAAs fluorescents 
 
 
L'introduction de sondes fluorescentes dans les protéines constitue un outil très puissant pour 
étudier la structure et les fonctions d'une protéine, in vitro ou in vivo. Une méthode 
particulièrement adéquate implique la fusion génétique de la protéine d'intérêt avec une 
protéine fluorescente. Cependant, la taille de ces protéines fluorescentes (> 20 kDa) et les 
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contraintes liées à la fusion limitent leur utilisation comme sonde locale d'une structure 
protéique. L'incorporation d'acides-aminés fluorescents directement dans la protéine permet 
de remédier à ces problèmes.  
 
 Ainsi, en 2006, Wang et al. parviennent à encoder un acide-aminé attaché au 
fluorophore coumarine, dans E.coli, et à l'utiliser pour étiqueter la protéine chaperonne 
GroEL. Les fusions entre GroeEL et la GFP sont problématiques lorsqu’on veut localiser 
GroEL par imagerie car elles interfèrent avec les fonctions de GroEL. A contrario, le 
complexe GroEL-Coumarine est fonctionnel et permet de localiser la protéine GroEL durant 
le stress oxydatif et les chocs thermiques. En 2009, Lee et al., ont montré que l'UAA 
fluorescent Anap (3-(6-acetylnaphthalen-2-ylamino)-2 aminopropanoic acid) pouvait être 
incorporé dans les levures avec un bon rendement et une grande fidélité et ainsi servir de 
sondes locales permettant de détecter les changements conformationnels d'une protéine. 
L'Anap est plus sensible à son environnement que les UAAs couplés à la coumarine et 
présentent une intensité de fluorescence plus importante. Incorporé génétiquement dans la 
protéine de liaison de la glutamine (QBPs), exprimée dans une E.coli, l'Anap a permis 
d'évaluer de façon directe des changements structuraux locaux induits par la liaison du ligand 
(Lee et al., 2009). 
 
 Mais c’est en 1996 que Turcatti et al. décrivent pour la première fois l'incorporation 
d'un UAA fluorescent, le NBD-Dap, dans une protéine membranaire, le RCPG neurokinin 
NK2 ((tachykinin)-2 receptor), exprimé dans des ovocytes de Xénope (Turcatti et al., 1996). 
Les auteurs sont aussi les premiers à déterminer, par des mesures de FRET (transfert d'énergie 
par résonnance) les distances intermoléculaires entre un antagoniste étiqueté avec le 
fluorophore TMR et l'UAA fluorescent, introduit à diverses positions du RCPG. Ces UAAs 
fluorescents, dont les plus utilisés sont le L-(7-hydroxycoumarin-4-yl)ethylglycine, la 
dasylalanine, le (S)-1-carboxy-3-(7-hydroxy-2-oxo-2H-chromen-4-yl)propan-1-aminium 
(CouAA) et le 3-(6-acetylnaphtalen-2-ylaminio)-2-aminopropanoic acid (Anap), présentent 
un certain nombre d'avantages par rapport aux protéines fluorescentes classiques (FP, dérivées 
de la GFP). En particulier, ces UAAs sont plus petits et limitent donc les perturbations 
(structurales et fonctionnelles) liées à leur incorporation dans la protéine. Ils peuvent être 
incorporés à n'importe quel site de la protéine, alors que la fusion des FPs est souvent limitée 
aux extrémités N- et C-terminales de la protéine cible.   
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 Récemment, T. Kalstrup et R. Blunk (2013) ont tiré profit des propriétés fluorescentes 
de l’UAA Anap pour étudier la dynamique des changements conformationnels subis par le 
canal potassique Shaker lors de son activation (Fig. 4.8). Une des techniques utilisée pour 
étudier simultanément les changements conformationnels d'une protéine et son activité en 
temps réel est la fluorométrie couplée à la mesure de courants en potentiel imposé ("Voltage-
Clamp Fluorometry" ou VCF). Toutefois, la VCF classique repose sur la mesure de la 
fluorescence émise par un fluorophore qui est accroché à une cystéine préalablement 
introduite dans la protéine. Elle nécessite donc un accès direct aux cystéines. C'est pourquoi la 
VCF est généralement limitée à  l'étude de sites extracellulaires. Or, dans le cas des canaux 
potassiques par exemple, les régions essentielles à l'activation sont localisées du côté 
cytosolique du canal et sont donc inaccessibles. Grâce à l'incorporation de l’UAA fluorescent 
Anap (Fig. 4.8.B et C), les auteurs ont pu appliquer la technique de VCF à des sites 
intracellulaires, en l'occurrence à diverses positions à l'intérieur du canal potassique Shaker 
(Fig. 4.8.A). Cette approche, qui permet de mettre en relation les changements de 
fluorescence et les variations du potentiel lors de l'activation du canal (Fig. 4.8.D)  a contribué 
à améliorer nos connaissances des mécanismes aboutissant à l'ouverture du canal Shaker. 
 
 
 Cette technique basée sur l'incorporation d'acides-aminés fluorescents présente de 
nombreux avantages notamment dans le cas de récepteurs ou de canaux ioniques, lorsque la 
simple analyse de structures cristallographiques statiques et de simulations de dynamiques 
moléculaires montre ses limites. En effet, ces techniques ne permettent pas d'associer 
directement des informations structurales avec des données fonctionnelles obtenues en 
électrophysiologie, ce qui permettrait d'accéder aux changements conformationnels du canal 
durant les phases d'activation et d'inactivation. Ces UAAs fluorescents, sensibles au 
microenvironnement entourant un résidu particulier, peuvent servir d'indicateurs de la 
dynamique de la protéine. 
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Figure 4.8. Utilisation de l’acide-aminé non-naturel fluorescent Anap pour des études de  
fluorométrie à potentiel imposé ("Voltage-Clamp Fluorometry") sur le canal potassique 
Shaker. A. Structure d'une chimère Kv1.2/2.1 (pdb 2R9R, deux sous-unités) et topologie 
(segments transmembranaires S1-S6) d'un canal potassique. Les positions des mutations sont 
colorées en vert et les ions K+, dans le filtre de sélectivité, en rouge. B. Méthode d'expression 
de la protéine ayant incorporé l'UAA fluorescent, dans un ovocyte de Xénope. Le plasmide 
exprimant l'AnapRS et l'ARNt-suppresseur correspondant sont d'abord injectés, puis le jour 
suivant, l'ARNm codant pour le canal et l'UAA fluorescent sont à leur tour injectés, ce qui 
conduit à la synthèse de la protéine avec l'UAA incorporé à la position voulue. C. Structure 
chimique de l'Anap. D. Réponse des canaux ayant la mutation A359Anap, en fluorescence 
(rouge) et en courant (noir), à des "pulses" d'UVs appliqués à partir de -90 mV jusqu'à des 
potentiels compris entre -180 mV et +50 mV. D'après Kalstrup et al.., 2013. 
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Utilisation des UAAs pour l'attache de sondes biophysiques  
 
 
Historiquement, les réactions de conjugaison de protéines impliquent la modification d'une 
lysine ou d'une cystéine par des agents électrophiles, mais elles conduisent le plus souvent à 
des mélanges hétérogènes de protéines. L'introduction de groupes fonctionnels orthogonaux 
permet un contrôle précis des sites de conjugaison et de la stœchiométrie. Diverses méthodes 
existent, dont les plus classiques sont les réactions enzymatiques ou chimiques qui 
introduisent des étiquettes dans les séquences peptidiques. Un UAA incorporé dans une 
protéine peut également servir aux réactions de conjugaison bio-orthogonales. Cette approche 
est attractive, car, a priori, l'UAA peut être introduit à n'importe quelle position dans n'importe 
quelle protéine ;  il perturbe peu la structure de la protéine ; il n'interfère pas ou peu avec ses 
fonctions et sa localisation ; et les protéines modifiées sont exprimées en système 
recombinant, levures, bactéries, cellules de mammifère, avec un très bon rendement. La seule 
difficulté de cette méthode est de réussir à s'affranchir au maximum du bruit de fond dû aux 
fluorophores libres ou attachés de façon non spécifique. 
 
 L'UAA incorporé peut être lié à diverses sondes biophysiques, fluorescentes, RMN ou 
infrarouges qui agissent alors comme des étiquettes photo-réactives permettant de renseigner 
sur la localisation de la protéine, son transport, son environnement chimique à proximité de la 
sonde, des changements conformationnels ou des interactions avec d'autres protéines (Davis 
& Chin, 2012).  Ces sondes sont généralement introduite par l'intermédiaire de réactions de 
conjugaison bio-orthogonales (Huber et al., 2013) (Fig.4.5, 4.9) : entre autre, la réaction de 
Staudinger-Bertozzi, entre un groupement azide et des dérivées de phosphine (Fig. 4.9.B) et la 
réaction de cycloaddition entre un alcyne cyclique contraint et un groupement azide (Fig. 
4.9.C). Ces réactions aboutissent à la modification spécifique d'un UAA, l'AzF, par un 
fluorophore. Les azides, pour leur signature vibrationnelle unique (distincte des vibrations 
intrinsèques des protéines) sensible à la polarité et aux champs électriques, constituent aussi 
d'excellentes sondes pour la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) (Fig. 
4.5). L'incorporation d'un dérivé azide de la phénylalanine (AzF) au niveau des hélices 
transmembranaires de la rhodopsine, le RCPG responsable de la vision en faible luminosité, 
combinée à la FTIR, a été utilisée pour examiner les changements conformationnels locaux 
accompagnant l'isomérisation du récepteur lors de sa photo-activation (Ye et al., 2010).  
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Figure 4.9- Réactions de conjugaison impliquant une fonction cétone (A) ou une fonction azide 
(B) et (C) et permettant d'attacher un fluorophore à l'UAA. A. Formation d'un hydrazone par 
réaction entre la fonction cétone et une hydrazine substituée. B. La réaction de Staudinger-Bertozzi a 
lieu entre un groupement azide et un dérivé de la phosphine. C. La réaction de cyclo-addition implique 
un groupement azide et un alcyne linéaire (en présence de Cu(I) catalyseur) ou un alcyne cyclique 
(cyclooctyne par exemple).  
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4.2.3. Contrôle de l'état d’activation d'une protéine avec des UAAs photo-cagés 
 
 
La fonction d'une protéine peut être abolie en remplaçant un résidu, à un endroit bien précis, 
par une version non-naturelle photo-cagée de ce même acide-aminé, cette modification 
bloquant alors une fonction particulière de la protéine. Une brève application (milliseconde) 
de lumière est alors utilisée pour décager l'UAA et ainsi restaurer la fonction de la protéine. 
Un avantage majeur de cette approche est qu'elle permet d'activer rapidement et sélectivement 
une protéine spécifique, dans des cellules et organismes vivants. Contrôler ainsi l'activation 
d'une protéine aide à en mieux connaitre les mécanismes. Avant que l'approche par expansion 
du code génétique ne soit développée, les UAAs photo-cagés étaient incorporés dans les 
protéines par l'intermédiaire d'ARNt
 
chimiquement modifiés (voir Introduction 4.1.1). Des 
travaux précurseurs réalisés par P. Schultz et collègues ont permis d'incorporer une sérine 
cagée à une position cruciale du système d'auto-épissage par l'intéine, et d'évaluer le rôle de 
cette sérine par décageage photo-contrôlé. Dans le système ras-GAP, un aspartate cagé a été 
utilisé pour réguler les interactions protéine-protéine (Pollitt & Schultz, 1998).  
 
 Les UAAs photo-cagés ont été également utilisés pour l'étude des canaux ioniques. 
Ainsi, les tyrosines, sérines, et lysines cagées se sont montrées particulièrement prometteuses 
pour évaluer le rôle de la phosphorylation des chaines latérales des acides aminés dans les 
fonctions d'un canal ionique. La modulation des canaux ioniques et des récepteurs aux 
neurotransmetteurs par des kinases joue probablement un rôle dans la plasticité synaptique. 
Dans une étude conduite par Daugherty, Lester et leurs collègues, une tyrosine cagée a été 
incorporée à la place d'une tyrosine conservée, dans le canal potassique Kir 2.1 (Tong et al., 
2001). Lorsque les tyrosines kinases sont actives, le photo-décageage de cette tyrosine conduit 
à la fois à une inhibition des courants K+  et à une diminution significative de la capacitance 
du canal, ce qui implique une augmentation de l'endocytose des canaux potassiques.  Ces 
résultats démontrent le rôle de la phosphorylation de la chaine latérale de cette tyrosine dans 
la signalisation intracellulaire et in fine dans son auto-régulation. 
 
 De même la libération par la lumière de sérines cagées a mis en évidence la 
contribution de la phosphorylation du facteur de transcription de levure Pho4 à son export 
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depuis le noyau (Lemke et al., 2007). Enfin, concernant les lysines photo-cagées (Hancock et 
al., 2010; Chen et al., 2009; Gautier et al., 2011), leur incorporation dans des protéines 
exprimées dans des cellules de mammifère a démontré la possibilité de contrôler, par la 
lumière, la localisation nucléaire de ces protéines (Gautier et al., 2010). L'incorporation de 
cette même lysine cagée dans des MEKs (de la voie de signalisation des MAP kinases) a 
permis de créer une version activable par la lumière de ces protéines et de préciser les voies 
de signalisation par les MAP kinases (Gautier et al., 2011).  
 
 
 
 
4.2.4 Etude des modifications post-traductionnelles 
 
 
Les modifications post-traductionnelles modulent l'activité de la plupart des protéines 
eucaryotes. En effet, après la traduction, les modifications d'acides-aminés permettent 
d'élargir la gamme de fonctions d'une protéine, en lui ajoutant un autre groupe fonctionnel (tel 
qu'un acétate, phosphate, divers lipides et hydrates de carbone). Ces modifications peuvent 
changer la nature chimique d'un acide-aminé (ex. citrullination), ou engendrer des 
changements structuraux (Mann & Jensen, 2003). L'approche par expansion du code 
génétique a permis récemment d'incorporer, à un site spécifique d'une protéine donnée, des 
tyrosines modifiées, par nitration (Neumann et al., 2008), sulfatation (Liu & Schultz, 2006), 
ou phosphorylation (Serwa et al., 2009). Par la suite, des sérines phosphorylées ont été 
incorporées avec succès (Park et al., 2011), de même que des lysines modifiées. Les 
modifications post-traductionnelles des lysines jouent un rôle important dans la régulation des 
fonctions de la chromatine. Ainsi, des lysines monométhylées, diméthylées (Ai et al., 2010; 
Groff et al., 2010; Wang et al., 2010), acétylée ou ubiquitinées (Li et al., 2009; Virdee et al., 
2011; Virdee et al., 2010) ont pu être introduites avec succès dans des protéines 
recombinantes, grâce à l'approche basée sur l'expansion du code génétique. Dans le cas de 
modifications de la lysine par monométylation et diméthylation, les expériences ne servent 
pour l'instant qu'à prouver la faisabilité de la méthode (Nguyen et al., 2010). Pour la lysine 
acétylée, cette approche a permis de préciser le rôle de l'acétylation, notamment dans la 
régulation de la structure et de la fonction de la chromatine, ce que les méthodes 
traditionnelles ne permettent pas de faire aisément.  
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4.3 Utilisation des acides-aminés non-naturels dans l’étude des récepteurs 
membranaires 
 
 
 
4.3.1. Applications aux récepteurs couplés aux protéines G 
 
 
Ces dernières années, diverses approches basées sur l'incorporation d'UAAs dans un RCPG 
ont été développées afin d'étudier la pharmacologie et les dynamiques de ces récepteurs en 
système recombinant ou dans un environnement cellulaire natif. L'expansion du code 
génétique a notamment permis d'identifier les résidus de la poche de liaison de certains 
RCPGs (Huber et al., 2013). Ainsi l'incorporation des UAAs dans divers récepteurs 
chemokines, ont permis d'étudier les sites de liaison de différents ligands sur ces récepteurs 
(Grunbeck et al., 2011). Treize positions individuelles au cœur du récepteur ont été mutées en 
Bpa ou AzF. Après irradiation des cellules, pour favoriser le pontage avec l'antagoniste FL-
T140, fusionné avec la fluorescine (étiquette) puis purification des complexes protéines-
ligands par des anticorps dirigés contre la fluorescine et analyse par western-blots, les auteurs 
ont pu identifier le site précis de liaison de l'antagoniste dans la poche du récepteur. Ces 
résultats ont par la suite été corroborés par les structures cristallographiques du récepteur, qui 
ont également révélé les déterminants moléculaires de la reconnaissance ligand-protéine.  
 
  L'expansion du code génétique permet également de modifier des sites précis des 
RCPGs, en y introduisant des sondes fluorescentes, RMN ou infrarouges (IRs). Les dérivés 
azides de la phénylalanine, dont l'AzF fait partie, peuvent en effet être utilisés comme sonde 
IR. Combinée à la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR), l'incorporation 
de l'AzF au niveau des hélices transmembranaires de la rhodopsine (RCPG responsable de la 
vision nocturne), révèle les changements conformationnels locaux accompagnant 
l'isomérisation du récepteur lors de sa photo-activation. L'analyse des signaux de FTIR des 
récepteurs mutants a notamment mis en évidence le rôle de l'hélice 6 dans l'activation du 
récepteur (Ye et al., 2009, 2010).  
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4.3.2. Applications aux récepteurs-canaux  
 
 
Ces deux dernières décennies, Daugherty et ses collègues ont appliqué la technique de 
mutagenèse des UAAs pour l'étude des fonctions des LGICs, et plus particulièrement celles 
des récepteurs nicotiniques à acétylcholine (nAChRs). Pour l'ensemble de leurs travaux, c'est 
l'aminoacylation des ARNt par synthèse chimique qu'ils ont adoptée, approche qui leur a 
permis d'incorporer un nombre quasi illimité d'UAAs dans les protéines. Leur étude des 
nAChRs a ciblé deux problématiques. La première concerne l'étude des relations structure-
fonction d'un acide-aminé à une position donnée, en y introduisant des groupes chimiques 
variables. Par exemple, l'incorporation de dérivés fluorés de la phénylalanine, de la tyrosine 
ou du tryptophane dans le nAChR permet de tester l'importance des interactions cation-π 
assurées par ces résidus dans la liaison des agonistes (Dougherty, 1996).  
 
 
 
Figure 4.10. La liaison de l'acétylcholine sur le récepteurs nAChR est stabilisée par des 
interactions cation-π entre le cycle du tryptophane et la charge positive du neurotransmetteur. 
En haut. Représentation de l'affinité du récepteur pour l'acétylcholine en fonction de l'énergie de 
liaison du cycle pour l'ion Na+ (en kcal/mol). A droite. Représentation schématique d'une interaction 
cation-π. En bas. Surfaces de potentiel électrostatique, négatif en rouge et positif en bleu. 
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 En effet, les neurotransmetteurs, et notamment l'acétylcholine (ACh), sont 
généralement chargés positivement. Dans de nombreux systèmes, cette charge positive est 
reconnue par un tryptophane ou une tyrosine du récepteur, avec lesquelles elle établit une 
interaction type "cation-π" (Fig. 4.10). Ainsi, il a été montré que neuf résidus aromatiques 
(Tyr et Trp) contribuaient à la liaison de l'ACh au récepteur nAChR. L'incorporation, à la 
place d'un d'un tryptophane, d'un UAA fluoré dérivé du Trp, met en évidence le rôle de cette 
interaction cation-π dans la fixation de l'ACh dans la poche de liaison. En effet, les fluors 
accrochés au cycle aromatique l'appauvrissent en électrons et par conséquent, affaiblissent la 
liaison cation- π.  Ces fluorinations déstabilisent alors l'interaction de l'acétylcholine avec son 
récepteur (augmentation de l'EC50) (Fig. 4.10). La seconde étude s'appuie sur l'utilisation 
d'UAAs photo-réactifs, notamment les UAAs photo-cagés (Miller et al., 1998 ; Petersson et 
al., 2003 ; Philipson et al, 2001) et les UAAs photo-clivables (Hanek et al., 2010). Un acide-
aminé photo-cagé a sa chaine latérale protégée par un groupe chimique photo-amovible, 
tandis qu'un UAA photo-clivable, le 2-(nitrophenyl)glycine (Npg) par exemple, a sa chaine 
principale "cagée". Incorporer un UAA photo-réactif à un endroit spécifique d'un LGIC 
permet d'étudier et de contrôler ses fonctions physiologiques en "temps réel".  
 
 
 
 
 
4.4 Expansion du code génétique : perspectives et applications in vivo 
 
La mutagenèse d'UAAs est une méthode puissante et prometteuse car elle permet d'incorporer 
dans une protéine de  nouvelles fonctions, chimiques et biophysiques.  Ainsi, l'incorporation 
d'UAAs dans une protéine permet d'en étudier les relations structures-fonctions et les 
mécanismes d'activation (par réactions de photo-pontage, décageage de ligand...) mais aussi 
d'élargir le champ d'application de méthodes déjà existantes (étude de fluorescence, FRET, 
AFM, FTIR...). Deux approches ont été développées afin de mettre en œuvre cette technique 
novatrice, l'une chimique, avec l'aminoacylation in vitro de l'ARNt, et l'autre génétique, avec 
la construction de paires orthogonales ARNt-suppresseur/aminoacyl-ARNt-synthétase qui 
permettent l'aminoacylation in situ de l'ARNt. Toutes deux conduisent à l'incorporation d'un 
UAA à un site donné de la protéine. L'une comme l'autre présente des avantages et des 
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inconvénients (voir Introduction 4.1.1 et 4.1.2). Néanmoins, la première approche est limitée 
à des systèmes d'expression hétérologues, qui ne conviennent pas à l'étude de la signalisation 
neuronale et des circuits neuronaux. A contrario, l'approche d'expansion du code génétique 
permet l'incorporation d'UAAs à la fois dans des systèmes recombinants, dans des neurones 
en culture, mais aussi et surtout, in vivo, dans des cerveaux d'animaux par exemple.   
 
 C'est ce à quoi sont parvenus, récemment, J.Y. Kang, L. Wang et leurs coauteurs, qui 
ont incorporé un UAA photo-réactif encombrant, le 4.5-dimethoxy-2-nitrobenzyl-cysteine (ou 
Cmn), dans le pore d'un canal potassique Kir2.1 (Kang et al., 2013). Dans un premier temps, 
les auteurs ont exprimés ces canaux mutés en système hétérologue, dans des cellules HEK. Le 
Cmn est un bloqueur du pore très intéressant car, sous l'effet de l'UV, son groupe  
dimethoxynitrobenzyle est facilement hydrolysable en cystéine, résidu endogène qui 
n'interfère pas avec les fonctions du canal Kir2.1. En faisant passer le canal d'une 
conformation "pore bloqué" à une conformation "pore libre", sous l'effet de la lumière,  les 
auteurs sont parvenus à contrôler l'activation de ce "PIRK" (canal potassique photo-activable, 
à rectification entrante), ce qui leur a donné des indications sur les relations entre la structure 
et l'activité du canal. L'incorporation d'UAAs photo-réactifs à un site spécifique d'une cible 
bien définie constitue donc ici un nouvel outil d'optogénétique, permettant d'interroger 
finement une fonction précise d'un récepteur. Les auteurs ont ensuite exprimé ce canal PIRK 
dans des neurones hippocampiques de rat. Après des applications brèves d’UVs, des courants 
à rectification entrante sont enregistrés et peuvent être bloqués par le baryum Ba2+, preuve que 
ces courants sont dus à la photo-activation des canaux PIRK.  L’activation de ces PIRKs 
conduit comme attendu à une diminution de l’excitabilité des neurones hippocampiques qui se 
traduit par l’arrêt des potentiels d’action. Les auteurs sont donc parvenus à contrôler par la 
lumière le potentiel membranaire d’un neurone. Forts de ce résultat, ils ont ensuite entrepris 
d’exprimer le canal PIRK  in vivo.   
 
 L'incorporation d'UAAs in vivo est un défi pour les chercheurs car elle doit faire face 
à deux difficultés : (1) la distribution et l'expression efficaces des gènes codant pour la paire 
orthogonale ARNt-suppresseur/aminoacyl-ARNt-synthétase et ceux codant pour la protéine 
cible, dans un tissu ou une cellule spécifiques ; (2) la biodisponibilité suffisante de l'UAA 
dans le tissu ou la cellule-cible. Pour relever ce défi, les auteurs ont choisi de travailler sur des 
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embryons de souris, car il est possible d'y introduire des ADNs et des composés chimiques in 
utero, puis de préparer des tranches de cerveau, avant et après la naissance (Mulder et al., 
2008 ; Saito, 2006). Les gènes codants sont dans un premier temps délivrés dans le néocortex 
et le diencéphale de souris par électroporation in utéro puis dans un second temps, les UAAs 
sont fournis au cerveau sous forme de dipeptides (qui seront hydrolysés par des peptidases 
intracellulaires pour libérer l'UAA), par injection dans les ventricules.  
 
 Cette méthode s’est montrée concluante puisqu’ils sont parvenus, pour la première 
fois, à exprimer un canal potassique photo-activable dans des neurones du néocortex et du 
diencéphale d'embryons de souris. Les enregistrements électrophysiologiques sur des tranches 
de cerveau ont montré qu'il était possible de contrôler, par la lumière, l'activation d'un PIRK, 
et générer ainsi des courants à rectification entrante. Il s'agit là de la première application in 
vivo, dans des mammifères, de l'expansion du code génétique. 
 
 
 
 La mutagenèse d'UAAs par expansion du code génétique permet des études détaillées 
des canaux ioniques et des récepteurs, de leur structure et de leurs fonctions, avec une 
précision moléculaire raffinée. La commodité technique de cette approche, que les 
développements récents rendent plus abordable, devrait populariser la méthode et en élargir 
les applications, notamment in vivo. 
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1. ARRANGEMENT DES SOUS-UNITES AU SEIN D'UN RECEPTEUR NMDA 
TETRAMERIQUE  
 
 
 
1.1.  Contexte de l'étude 
 
Après dix années d’études structurales sur les domaines de récepteurs-canaux (ou  
ionotropiques) du glutamate (iGluRs) isolés (NTDs et ABDs) la structure cristallographique 
d’un récepteur AMPA (rAMPA) GluA2 entier, publiée en 2009, a révélé comment les 
différentes sous-unités et chacun de leurs domaines étaient arrangés dans un iGluR 
tétramérique. Si certaines caractéristiques structurales essentielles de l'homotétramère GluA2 
semblent être conservées dans les récepteurs NMDA (rNMDAs) (voir Introduction 2.2.6), 
l’arrangement spatial des quatre sous-unités d’un rNMDA (typiquement deux sous-unités 
GluN1 et deux sous-unités GluN2) autour du pore fait toujours débat. Etablir sans ambigüité 
l'organisation tétramérique d’un rNMDA est nécessaire afin de comprendre le fonctionnement 
du récepteur. 
 
 
1.1.1.  Arrangement multimérique des récepteurs-canaux 
 
Les récepteurs-canaux constituent une super-famille de récepteurs aux neurotransmetteurs, 
exprimés à la membrane plasmique et assurant un transfert rapide du signal, d’une cellule à 
l’autre. Ils forment des protéines multimériques constituées de trois à cinq sous-unités qui 
s’arrangent autour d’un canal ionique central (Fig. 1.1). De nombreux sous-types de 
récepteurs-canaux sont exprimés dans différentes espèces de vertébrés et invertébrés. Cette 
diversité moléculaire nait des multiples associations possibles entre les sous-unités de chaque 
groupe de récepteurs-canaux. Elle est à l’origine d’une considérable diversité fonctionnelle, 
pharmacologique et physiologique (voir Introduction 1).  
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 Contrairement aux autres récepteurs-canaux, qui forment soit des pentamères (famille 
des récepteurs "cys-loop", Fig. 1.1.A) soit des trimères (récepteurs P2X, Fig. 1.1.C), les  
iGluRs sont des tétramères (Fig. 1.1.B ; Rosenmund et al., 1998 ; Chen et al., 1999 ; Matsuda 
et al., 2005 ; Nakagawa et al., 2005 ; Sobolevsky et al., 2009). Si certaines sous-unités 
peuvent s'assembler en homotétramères (rAMPA GluA1-4 et rKA GluK1-3) d'autres doivent 
obligatoirement s'associer à une sous-unité distincte pour former des récepteurs fonctionnels 
(GluK4 et GluK5 avec GluK1 ou GluK3; GluN2A-D et GluN3 avec GluN1...). Ainsi, 
diverses stœchiométries d'association des sous-unités sont possibles pour chacun des sous-
types de récepteurs concernés. Cela dépend de l'expression de chaque sous-unité dans une 
cellule donnée, qui peut évoluer selon le stade de développement de la cellule mais aussi en 
réponse à l'activité du réseau, de la stabilité des sous-unités dans le réticulum endoplasmique 
(RE), de l'affinité entre sous-unités, et potentiellement de leur diffusion dans la membrane du 
réticulum endoplasmique (Herguedas et al., 2013).  
 
 
 
Figure 1.1. Les récepteurs-canaux s'assemblent en multimères. Vues perpendiculaires au plan de la 
membrane et vues synaptiques des structures cristallographiques de (A ) un récepteur pentamérique,  
ELIC (bactérie, pdb 2VL0, 3.3 Å) ; (B) un iGluR tétramérique, AMPA GluA2 (rat, pdb 3KG2, 3.6 Å); 
(C) un récepteur P2X trimérique, P2X4 (poisson zèbre, pdb 3H9V, 3.1 Å). De Lemoine et al., 2012. 
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 La caractérisation des états d’oligomérisation des récepteurs-canaux constitue un 
enjeu important. En effet, la composition et l’arrangement spatial des sous-unités dans un 
récepteur-canal déterminent en grande partie sa fonction (Chang et al., 2008 ). Etablir cet 
arrangement permet de définir de nouvelles interfaces, de préciser le rôle particulier de 
chaque sous-unité et d’apporter ainsi de nouvelles informations concernant les mécanismes 
d’activation du récepteur et l’action d’agents pharmacologiques. 
 
 
1.1.2.  Arrangement des sous-unités dans un récepteur AMPA 
  
La nature tétramérique des iGluRs a été révélée par diverses approches, 
électrophysiologiques, biochimiques et biophysiques (Rosenmund et al., 1998 ; Shanks et al., 
2010 ; Greger et al., 2003 ; Matsuda et al., 2005). Les premières images d'un récepteur iGluR 
entier ont été obtenues par microscopie électronique  (ME) de particules uniques à partir de 
rAMPAs recombinants et natifs (Nakagawa et al., 2005; Tichelaar et al., 2004). Malgré leur 
faible résolution (30 Å), ces images ME mettent en évidence des caractéristiques structurales 
essentielles, telles que la symétrie d'ordre deux qui régit l'organisation du récepteur. Une 
avancée majeure dans l'étude de ces récepteurs, dont on ne connaissait, jusqu'à présent, que la 
structure des domaines isolés, a été la publication, en 2009, de la structure cristallographique 
d'un rAMPA-GluA2 homotétramérique entier (Sobolevsky et al., 2009 ; Fig. 1.2). Résolue par 
diffraction aux rayons X (3.6 Å), cette structure ne permet pas de déterminer l'orientation 
précise des chaînes latérales. Cependant, un affinement de la structure est possible grâce au 
remplacement moléculaire. Cette méthode consiste à placer les structures des NTDs et ABDs 
isolés dans la maille du cristal du rAMPA (molécule cible) puis, par des calculs de 
diffractions théoriques, en déduire, in fine, les coordonnées cartésiennes de chaque atome de 
la molécule. 
 
 La structure de ce rAMPA-GluA2 met en évidence un complexe tétramérique massif 
dans lequel les trois domaines majeurs (voir introduction 2.2.6.2.) s’arrangent en trois couches 
distinctes (Fig. 1.2) : celle des domaines transmembranaires (TMDs), formant le canal 
ionique, la couche des domaines N-terminaux (NTDs), avec ses quatre domaines individuels, 
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et entre les deux, les domaines de liaison des agonistes (ABDs). En adéquation avec les 
structures de domaines isolés, les domaines extra-cellulaires, NTDs d’une part et ABDs 
d’autre part, forment deux paires de dimères, arrangées selon une symétrie d'ordre deux. A 
contrario, la région transmembranaire s’organise selon une symétrie d’ordre quatre, typique 
des canaux potassiques. Une conséquence majeure de cette rupture de symétrie entre 
domaines extracellulaires et membranaires est l’existence, dans un rAMPA homomérique, de 
deux paires de sous-unités, chimiquement identiques mais de conformations distinctes. Selon 
les paires de sous-unités (A/C ou B/D dans la structure du rAMPA, Fig. 1.2) les "linkers" 
entre ABDs et TMDs devront adopter des conformations différentes, afin de s’adapter à cette 
rupture de symétrie. Cette non-équivalence entre sous-unités est sans précédent dans l’histoire 
des récepteurs-canaux. Elle est d’autant plus critique pour les iGluRs hétéromériques, 
majoritaires dans les tissus natifs et composés d’au moins deux sous-unités chimiquement 
distinctes.  
 
 
 
Figure 1.2. Structure cristallographique du rAMPA homotétramérique GluA2. Les quatre sous-
unités GluA2, nommées de A à D, sont représentées respectivement en vert, rouge, bleu et jaune. Le 
récepteur entier s'organise selon  trois couches, celles des TMDs, ABDs et NTDs. Il est représenté 
latéralement, dans un plan perpendiculaire à la membrane (gauche) et après rotation de 90° autour de 
l’axe de symétrie du récepteur (droite). D'après Sobolevsky et al., 2009. 
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 Or la majorité des rAMPAs natifs sont des hétéromères organisés en dimères de 
dimères (Lu et al., 2009) associant une sous-unité GluA2 à une sous-unité GluA1, GluA3 ou 
GluA4 (Greger et al., 2007 ; Mayer, 2005). En 2001, Mansour et al ont démontré que dans un 
rAMPA GluA1/GluA2, les sous-unités s’arrangeaient de manière « alternée », c'est-à-dire 
avec des sous-unités identiques positionnées diagonalement autour du pore (Mansour et al., 
2001). Récemment, Balasuriya et al. (2013) ont validé cet arrangement des sous-unités GluA1 
et GluA2 dans un rAMPA hétéromérique, par microscopie à force atomique (AFM ; 
Balasuriya et al., 2013). Il reste désormais à déterminer si cette organisation est généralisable 
à l’ensemble des rAMPAs hétérotétramériques et à définir la conformation précise de chaque 
paire de sous-unités (GluA2 de type A/C et GluA1 de type B/D ou inversement).  
 
 
1.1.3.  Le cas des récepteurs NMDA : un arrangement débattu 
 
La situation des rNMDAs est complexe car, contrairement aux rAMPAs et certains rKAs, ils 
s’assemblent obligatoirement en hétéromères, associant le plus souvent deux sous-unités 
GluN1 et deux sous-unités GluN2 (Paoletti, 2011 ; Paoletti et al., 2013 ; Traynelis et al., 
2010 ; Monyer et al., 1992 ; Schorge & Colquhoun, 2003 ; Ulbrich & Isacoff, 2008). Plus 
précisément, il a été démontré que les rNMDAs s’organisaient en dimère de dimères (Mayer, 
2011), l'unité fonctionnelle pouvant être l’homodimère (GluN1/GluN1 ou GluN2/GluN2) ou 
l’hétérodimère (GluN1/GluN2). En 2003, un homodimère d’ABDs GluN1 est cristallisé par 
Furukawa et al., dans des conditions de surexpression de la sous-unité GluN1. Peu après, la 
même équipe publie la structure cristallographique d’un hétérodimère d’ABDs 
GluN1/GluN2A, structure étayée de résultats biochimiques (pontage disulfure) et fonctionnels 
(électrophysiologie) en accord avec l'hétérodimérisation des ABDs de GluN1 et GluN2 dans 
un récepteur complet (Furukawa et al., 2005). Quelques années plus tard, de nouvelles études 
électrophysiologiques (Gielen et al., 2008 ; Borschel et al., 2011) confirment que l’unité 
fonctionnelle d’un rNMDA, au niveau de la couche des ABDs, est un hétérodimère 
GluN1/GluN2.  
 Dès lors se pose la question de l’arrangement de ces deux hétérodimères pour former 
un complexe tétramérique. En effet, ils peuvent être disposés l’un à côté de l’autre, avec les 
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sous-unités identiques qui seraient adjacentes (arrangement dit « non-alterné » ou de type 1-1-
2-2 ; Fig. 1.3.A). Les sous-unités identiques peuvent également être diamétralement opposées 
(l’arrangement est alors dit « alterné » ou de type 1-2-1-2 ; Fig. 1.3.B). 
 
 
 
Figure 1.3. Les deux hétérodimères GluN1/GluN2 d'un récepteur NMDA peuvent s'agencer de 
deux manières. L'arrangement des sous-unités autour du pore peut être (A) de type non-alterné, ou 1-
1-2-2, ou (B) de type alterné, ou 1-2-1-2. L'hétérodimère fonctionnel est entouré en pointillé. 
L'interface de tétramérisation entre deux dimères est représentée par une étoile. 
 
 
 En 2003, S.Schorge et D.Colquhoun ont étudié l’expression fonctionnelle de 
différents tandems et paires de tandems de sous-unités GluN1 et GluN2A afin de déterminer 
la stœchiométrie et l’arrangement des sous-unités d’un rNMDA. Leur étude s'appuie sur la 
mesure de courants portés par des récepteurs recombinants exprimés dans des cellules HEK. 
Ces récepteurs sont en fait composés de deux tandems de sous-unités GluN1 et/ou GluN2A. 
Un tandem est constitué de deux sous-unités "ligaturées" : deux GluN1 ou deux GluN2A 
ensemble, ou encore une GluN1 et une GluN2A. Chaque tandem correspond donc à un 
dimère "forcé". Parmi les combinaisons de tandems testées, les auteurs n'ont retenu que celles 
formant des récepteurs fonctionnels et produisant des courants stables. Les plus aptes à 
produire des courants satisfaisants sont formés d'un tandem GluN1/GluN1 et d'un tandem 
GluN2A/GluN2A. Les auteurs en concluent que dans un rNMDA fonctionnel, les sous-unités 
sont disposées selon un arrangement non-alterné, GluN1/GluN1/GluN2A/GluN2A (Fig. 
1.3.A). La principale contrainte de leur technique est de pouvoir relier "physiquement" les 
deux sous-unités pour former le tandem. Cet assemblage ne peut se faire qu'entre l'extrémité 
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C-terminale de l'une et N-termniale de l'autre. Cela pose problème pour les sous-unités du 
rNMDA car le CTD est intracellulaire et le NTD extracellulaire. Pour contourner ce 
problème, les auteurs ont ôté un des segments transmembranaires (le TM4) d'une des sous-
unités GluN1 ou GluN2 afin que son CTD soit extracellulaire. Or les segments 
transmembranaires sont essentiels au "gating" du récepteur et également à son assemblage 
(voir Introduction 3.2). Enlever un de ces segments transmembranaires est donc susceptible 
de perturber l'assemblage tétramérique, or l'arrangement des sous-unités dans le récepteur est 
précisément ce que les auteurs questionnent ici. Ainsi, par exemple, bien que ces récepteurs 
"tandem" soient porteurs de courant, leurs propriétés fonctionnelles (sensibilité aux agonistes 
notamment) sont significativement modifiées par rapport à un récepteur de type sauvage. 
D'ailleurs, les auteurs mentionnent la possibilité, pour une sous-unité contrainte dans un 
tandem, de fonctionner de manière indépendante (Liman et al., 1992; McCormack et al., 
1992). C'est pourquoi, pour ajouter plus de crédit à leurs résultats, ils multiplient les essais sur 
différentes combinaisons de tandems. Cependant, leur hypothèse est corroborée deux ans plus 
tard par des analyses de transfert d’énergie par résonnance (FRET) entre des sous-unités 
"tagguées" d’un rNMDA (Qiu et al, 2005). Durant toutes ces années, l’arrangement 1-1-2-2 
d’un rNMDA est donc resté le modèle dominant (Fig. 1.3.A). 
 
 En 2009, la cristallisation du rAMPA-GluA2 entier (Fig. 1.2) relance le débat. Dans la 
couche des ABDs d'un rAMPA, les sous-unités A et D d’une part et les sous-unités B et C 
d’autre part forment des dimères et l’interface de tétramérisation fait intervenir exclusivement 
les sous-unités A et C (Fig. 1.2). Ces dernières sont désignées comme les sous-unités 
proximales (au niveau des ABDs), B et D étant les sous-unités distales. Ainsi, en raison de la 
rupture de symétrie qui est décrite dans le rAMPA-GluA2, et de la non-équivalence des quatre 
sous unités, deux hétérodimères d'ABDs GluN1/GluN2 peuvent en fait s'arranger de trois 
manières différentes dans un rNMDA tétramérique (Fig. 1.4) : avec les sous-unités GluN1 
adjacentes (type non-alterné GluN1/GluN1/GluN2/GluN2 ou 1/1/2/2 ; Fig. 1.4.A) ou 
diamétralement opposées (type alterné GluN1/GluN2/GluN1/GluN2 ou 1/2/1/2, avec les sous-
unités GluN1 soit proximales (Fig. 1.4.B) soit distales (Fig. 1.4.C) par rapport à l'axe de 
symétrie des ABDs). Pour déterminer l’arrangement relatif des sous-unités GluN1 et GluN2 
dans les rNMDAs, Sobolevsky et al. (2009) ont introduit des cystéines dans les ABDs de ces 
sous-unités aux positions homologues à celles correspondant à l’interface de tétramérisation 
du rAMPA (Fig. 1.4). Grâce à des couplages par ponts disulfures entre sous-unités, ils 
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proposent que celles-ci s’arrangent de telle façon que ce soient les sous-unités GluN1 qui 
participent à la tétramérisation aux niveaux des ABDs (arrangement de type 1-2-1-2 ; Fig. 
1.4.B). En 2010, Rambhadran et al. apportent des arguments supplémentaires en faveur d’un 
arrangement alterné, grâce à des mesures de transfert d'énergie de fluorescence (LRET) entre 
les ABDs "taggués" d’un rNMDA GluN1/GluN2A. D’après les distances obtenues et en 
prenant la structure du rAMPA comme modèle, les auteurs suggèrent que, au niveau des 
ABDs, les sous-unités GluN1 sont les sous-unités proximales et les sous-unités GluN2, les 
sous-unités distales. 
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Figure 1.4. Trois possibilités d'arrangement relatif des sous-unités dans la couche des ABDs, à 
partir d'hétérodimères GluN1/GluN2A et du modèle rAMPA-GluA2 (Sobolevsky et al., 2009). 
Les trois modèles ont été réalisés par homologie avec la structure du rAMPA-GluA2 (pdg 3KG2). Les 
sous-unités GluN1 et GluN2A sont représentées en bleu et en rose respectivement. L'interface de 
tétramérisation est matérialisée par une étoile. Les ovales mettent en évidence les hélices impliquées 
dans la tétramérisation des ABDs. 
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L’arrangement spatial des sous-unités autour du pore, dans un rNMDA tétramérique 
demeure donc un sujet controversé. Ces dix dernières années, des résultats ont été publiés, 
soutenant aussi bien l’une des hypothèses (arrangement non-alterné ; Fig. 1.4.A) que l’autre 
(arrangement alterné ; Fig. 1.4.B et C). Mon objectif au cours de ce premier projet a donc été 
de clarifier cette caractéristique structurale essentielle à la bonne compréhension des 
mécanismes régissant le fonctionnement des rNMDAs. 
 
 
1.1.4. Approche adoptée dans cette étude  
 
Par une approche combinant électrophysiologie sur rNMDAs recombinants et biochimie de 
pontages disulfures, nous avons tenté de déterminer l'arrangement spatial des sous-unités 
autour du pore dans un rNMDA tétramérique fonctionnel exprimé dans les ovocytes de 
Xénope. Nous avons ciblé notre étude sur deux régions du récepteur pour lesquelles les paires 
de sous-unités A/C versus B/D présentent le plus de différences (Fig. 1.4). Il s’agit du lobe 
supérieur des ABDs et des "linkers" M3-S2 reliant le troisième segment transmembranaire 
(M3) avec le lobe inférieur de l’ABD (S2). En insérant des cystéines à diverses positions de 
ces deux régions, et en étudiant la formation de ponts disulfures, nous avons ainsi pu sonder la 
proximité entre sous-unités. D’après nos modèles, seules les cystéines des sous-unités 
proximales (paire A/C) sont suffisamment proches pour ponter. Déterminer quelles sous-
unités pouvaient interagir, nous a permis de déterminer lequel des trois modèles décrivait 
l’arrangement des sous-unités dans un rNMDA entier, fonctionnel et exprimé à la membrane 
plasmique. 
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1.3. Discussion 
 
 
 
1.3.1. Principaux résultats 
 
 
Arrangement alterné des sous-unités du récepteur NMDA hétérotétramère autour du pore. 
 
Au cours de ce projet, j'ai montré par des approches électrophysiologiques et biochimiques 
que des rNMDAs GluN1/GluN2A matures, fonctionnels et exprimés à la membrane 
plasmique, adoptaient un arrangement alterné de type GluN1/GluN2/GluN1/GluN2 autour du 
pore (Fig.1.5.A). Ainsi, au niveau des ABDs, les sous-unités GluN1 occupent la position 
proximale par rapport à l'axe de symétrie du récepteur, et les sous-unités GluN2A, les 
positions distales (Fig.1.5.B,C). 
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Figure 1.5. Arrangement alterné 1-2-1-2 des sous-unités GluN1 (bleu) et GluN2A (rose) autour 
du pore. Les résidus étudiés dans notre étude sont représentés, sur ce modèle par homologie d'un 
rNMDA {ABD+Pore}, en vert (GluN1-E698) ou en cyan (GluN1-P660). A- Vue de l'ensemble 
{ABD-TMD} dans un plan perpendiculaire à celui de la membrane. B-Région du pore : représentation 
latérale des TM 3 et (encart) vue synaptique des TMDs. C- Vue synaptique du tétramère d'ABDs, les 
lobes inférieurs des sous-unités A et C (GluN1) forment l'interface de tétamérisation. 
 
 
 
 
 Notre travail est fondé sur l'hypothèse centrale selon laquelle les rAMPAs-GluA2 et 
rNMDAs GluN1/GluN2 partagent le même arrangement global des sous-unités et que les 
interfaces intra-dimères et inter-dimères dans la couche des ABDs sont similaires. Cette 
assertion n'est pas sans fondement car les iGluRs exhibent de fortes homologies de séquence, 
notamment au niveau des ABDs. En outre l'assemblage dimérique des ABDs, ainsi que les 
mécanismes de liaison des agonistes et d'activation du récepteur, présentent de grandes 
similitudes (Traynelis et al., 2010 ; Mayer, 2011b). En parvenant à ponter les sous-unités 
GluN1 par des ponts disulfures, entre ABDs d'une part (Fig.1.5.B), et entre "linkers" M3-S2 
d'autre part (Fig.1.5.C), nous avons montré que les lobes inférieurs des sous-unités GluN1 
formaient l'interface de tétramérisation entre les deux dimères d'ABDs d'un rNMDA de type 
GluN1/GluN2A, validant ainsi un arrangement de type 1-2-1-2 des sous-unités autour du 
pore.  
 
 Au cours de ce projet, nous avons également étudié le récepteur mutant GluN1-
E698C/GluN2A-Q671C afin de déterminer la faisabilité d'un pontage disulfure entre une 
sous-unité GluN1 et une sous-unité GluN2A. Nous avons notamment détecté en western-blot, 
en plus de l'homodimère GluN1, une bande de haut poids moléculaire dont la taille 
correspond à celle d'un hétérodimère GluN1/GluN2 (∼310 kDa ; Fig.1.6.B). La formation d'un 
hétérodimère par pontage disulfure est en faveur d'un arrangement  de type non alterné 1-1-2-
2 (Fig.1.6.A), avec les positions proximales occupées par la sous-unité GluN1 d'un dimère et 
la sous-unité GluN2A de l'autre. Par homologie avec un rAMPA-GluA2, pour lequel, au 
niveau des ABDs, les sous-unités proximales et distales adoptent des conformations 
distinctes, un agencement 1-1-2-2 des sous-unités d'un rNMDA suggère qu'une même sous-
unité (GluN1 ou GluN2) existe sous deux conformations différentes. Cette organisation serait 
d'autant plus surprenante qu'elle contredit toute une série de résultats montrant des 
contributions au fonctionnement du canal ionique propres aux sous-unités GluN1 d'une part et 
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des sous-unités GluN2 d'autre part (Banke et al., 2003; Sobolevsky et al., 2007; Blanke et al., 
2008 ; Kazi et al., 2013).  
 
 
             
 
 
 
Figure 1.6. Formation d'un hétérodimère GluN1/GluN2A au niveau des ABDs. A- Modèle d'un 
tétramère d'ABDs GluN1/GluN2 représentant l'arrangement non-alterné 1-1-2-2 pour lequel l'interface 
de tétramérisation fait intervenir une GluN1 et une GluN2. Les mutations GluN1-E698C et GluN2A-
Q671C sont représentées en cyan et en orange respectivement. B- Immunoblots obtenus à partir 
d'ovocytes de Xénope exprimant le récepteur sauvage, le mutant GluN1-E698C/GluN2Awt ou le 
mutant GluN1-E698C/GluN2A-Q671C. M1 et M2 indiquent les bandes correspondant aux 
monomères GluN1 (~ 110 kDa) et GluN2 (~ 180 kDa) respectivement, D1, l'homodimère GluN1 (~ 
220 kDa) et D1-2, l'hétérodimère GluN1/GluN2A (~ 300 kDa). 
 
 
 
 Ce résultat est tout à fait surprenant et il est d'autant plus difficile d'en faire sens 
qu'il contredit la conclusion principale de notre article. Une des hypothèses envisageable est 
l'existence d'un mélange de populations. Or, les études fonctionnelles de mutants ayant une 
cystéine introduite à la fois sur GluN1 et sur GluN2A n'ont pas mis en évidence de phénotype 
particulier ; au contraire, ces mutants se comportent comme le mutant GluN1-
E698C/GluN2Awt, pour lequel les cystéines ne sont présentes que sur la sous-unité GluN1. 
Ainsi cette donnée biochimique étonnante, arguant d'un arrangement des sous-unités de type 
1/1/2/2, est un résultat isolé, qui n'est pour le moment étayé par aucune donnée fonctionnelle.  
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L'atout cystéine dans les études structure-fonction. 
 
De nombreux travaux décrivant les relations entre structures et fonctions des récepteurs-
canaux s'appuient sur la formation de ponts disulfures entre des cystéines introduites par 
mutagenèse dirigée (Careaga & Falke, 1992). Cette approche permet notamment d'évaluer la 
proximité de deux sous-unités adjacentes (Krovetz et al., 1997). Par ailleurs, les contraintes 
exercées par ces liaisons covalentes altèrent le plus souvent les fonctions des macromolécules 
mutées (Perry & Wetzel, 1984), ce qui permet de corréler certaines caractéristiques 
structurales avec les propriétés fonctionnelles de la protéine. La formation de ponts disulfures, 
en modifiant les conductances ioniques, les probabilités d'ouverture, les sensibilités aux 
agonistes et autres ligands, met en évidence le rôle primordial de la dynamique du récepteur-
canal dans l'intégrité de ces fonctions (Krovetz et al., 1997). Par ailleurs, l'étude de 
l'accessibilité de cystéines par des agents sulfydryl-spécifiques (composés MTS) donne des 
renseignements sur l'orientation et l'accessibilité des chaînes latérales des acides aminés (Kürz 
et al., 1995), et, de manière plus générale, sur l'état conformationnel d'un récepteur dans une 
situation donnée. 
 
 Néanmoins, la substitution d'acides-aminés par des cystéines nécessite certaines 
précautions. En effet, la présence de cystéines endogènes à proximité des sites de mutations 
pourrait induire en erreur. Dans le cas des rNMDAs, la sensibilité red-ox du récepteur est 
contrôlée par deux cystéines de GluN1, C744 et C798. Ces cystéines sont engagées dans un 
pont disulfure (Sullivan et al., 1994), localisé au niveau du lobe inférieur de l'ABD, proche 
des segments transmembranaires. Récemment, Talukder et al., (2011) ont démontré que ce 
pont disulfure jouait un rôle dans le couplage entre la dynamique des ABDs de GluN1 et le 
"gating" du récepteur. On attribue généralement les effets fonctionnels des traitements 
réducteurs (DTE ou TCEP) sur les rNMDAs de type sauvage à la cassure de ce pont disulfure 
C744-C798. D'après notre modèle et la structure cristallographique du dimère d'ABDs 
GluN1/GluN2A (Furukawa et al., 2005), ces cystéines sont suffisamment éloignées des 
cystéines introduites dans notre étude pour ne pas interagir avec ces dernières. De même, 
Salussolia et al. (2011) ont montré que des cystéines introduites au niveau des "linkers" M3-
S2 n'interagissaient pas avec celles du pont disulfure endogène. 
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 Afin de promouvoir la formation de ponts disulfures entre les cystéines introduites, 
notamment au niveau du pore, (mutants GluN1P660C, GluN2A-F656C ; Fig.1.5.C), nous 
avons incubé ces récepteurs mutés avec un des deux composés oxydants dont on disposait : le 
DTNB ou le CuPhen. Précisons que les métaux de transition (Zn, Cu, Mg, Ni, Fe, Co...) 
servent le plus souvent de catalyseur dans les réactions d'oxydation en biologie (Mathews & 
Walker, 1909), notamment dans l'oxydation de cystéines en cystines par le dioxygène O2. En 
effet, dans le complexe Cu(Phen)2, la phénanthroline, en "attirant" les électrons, change l'état 
d'oxydation du cuivre, ce qui conduit in fine à la formation d'un oxyradical à partir du O2. Ce 
radical attaque la liaison -SH des cystéines, puis les radicaux sulfures ainsi formés 
interagissent pour former un pont disulfure (Careaga & Falke, 1992). Alors que le DTNB n'a 
induit aucun effet sur l'amplitude des courants mesurés, le CuPhen, quant à lui, a conduit à 
une inhibition spécifique des récepteurs GluN1-P660C/GluN2Awt de près de 50%. Etonnés 
d'une telle différence entre les effets des deux traitements oxydants, nous avons souhaité 
préciser le rôle du cuivre dans l'inhibition observée. En effet, certains groupes fonctionnels 
dans les protéines, notamment les chaînes latérales des histidines et des cystéines, peuvent 
servir de sites de chélation pour ces métaux de transition (Glusker et al., 1991). Ainsi, deux 
cystéines distantes de moins de 7.2 Å (distance entre les Cα, ds-s=3.6 Å ; Holm et al., 1996) 
peuvent former un site de chélation du cuivre (II). Or d'après notre modèle, les cystéines 
introduites sur GluN1 à la place des prolines P660 sont séparées par 7 Å, une distance à priori 
trop grande pour former un pont disulfure mais autorisant néanmoins la formation d'un site 
pour le cuivre (II). Afin de vérifier cette dernière hypothèse, nous avons réalisé les courbes 
doses-réponses de l'inhibition des courants en fonction de concentrations croissantes de Cu2+ 
seul. Cette expérience a mis en évidence la très forte affinité du récepteur GluN1-
P660C/GluN2Awt pour le cuivre (IC50=0.075 nM vs IC50= 0.19 nM pour le récepteur de type 
sauvage), et donc l'existence d'un site de chélation du cuivre formé par les cystéines 
introduites en sortie de canal. Ce résultat écarte donc l'hypothèse d'un pontage disulfure des 
sous-unités GluN1 qui auraient été catalysées par le CuPhen. En revanche, il donne des 
informations sur la proximité et l'orientation des cystéines introduites en sortie du canal.  En 
effet, la formation d'un site cuivre par ces deux cystéines confirme qu'elles sont proches l'une 
de l'autre et suggère que leur chaine latérale pointe l'une vers l'autre.  
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 En conclusion, il convient d'être vigilant et critique vis à vis des effets observés 
après une incubation dans un milieu oxydant contenant le complexe cuivre (II) Cu(Phen)2., les 
effets observés pouvant ne pas découler de réactions d'oxydo-réduction mais plutôt de 
complexation de l’ion Cu2+.. 
 
 
 
Stocks intracellulaires d'homodimères GluN1 et assemblage des récepteurs NMDA 
 
Au cours de ce projet, nous avons été confrontés au problème des stocks intracellulaires 
d'oligomères de GluN1, dont l'existence avait été prouvée par le passé (Okabe et al., 1999; 
Horak et al., 2009; Meddows et al., 2001). Il a été montré en effet que les sous-unités GluN1, 
exprimées seules, peuvent s'assembler en homomères stables dans le réticulum endoplamique, 
contrairement aux sous-unités GluN2 qui restent monomériques. Co-exprimées, les sous-
unités GluN1 et GluN2 (ou GluN3) oligomérisent et migrent vers la membrane plasmique 
(Mc Ilhinney et al., 1998;  Atlason et al., 2007). 
 
Notre étude s’intéressant à l’arrangement des sous-unités dans un récepteur entier, 
exprimé à la surface cellulaire et fonctionnel, il était essentiel de s'affranchir autant que 
possible de ces stocks intracellulaires d'intermédiaires de biogenèse. Le problème majeur s'est 
posé pour l'approche biochimique (western-blots en conditions dénaturantes non réductrices 
sur des homogénats d'ovocytes entiers), qui ne permettait pas de distinguer les récepteurs 
membranaires des récepteurs intracellulaires. Tout dimère stabilisé par des ponts disulfures, 
qu'il soit intracellulaire ou membranaire, sera disloqué par le DTE, un agent réducteur 
perméant aux membranes, contrairement au Tris[2-carboxyethyl] phosphine (TCEP), qui ne 
l'est pas (Cline et al., 2004; Rhee & Burke, 2004; Huh & Wenthold, 1999). L'incubation des 
ovocytes en présence du TCEP nous assure donc de réduire uniquement les récepteurs 
exprimés à la surface des cellules. Sur les immunoblots, seule une bande disparaissant à la 
fois dans les "conditions DTE" et les "conditions TCEP" correspond à un dimère surfacique et 
fonctionnel. Ce fut le cas avec la bande correspondant à l'homodimière GluN1-E698C, 
corroborant ainsi les résultats fonctionnels que nous avions obtenus.  
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 Une autre approche a également été envisagée afin de s’affranchir de ces stocks 
d’homodimères GluN1 intracellulaires. Nous avons en effet tenté de séparer puis préparer les 
membranes à partir d’ovocytes entiers, et de ne réaliser les western-blots que sur des extraits 
de membranes plasmiques purifiées. Malheureusement cette technique est assez difficile à 
mettre en œuvre et, jusqu’à présent, nous ne sommes pas parvenus à des résultats réellement 
satisfaisants. 
 
Il est probable que la formation d'homodimères GluN1 intracellulaires constitue 
une étape essentielle dans l'assemblage et la maturation des rNMDAs (Fig.1.7 et voir Fig.3.5 
de l’Introduction ;  Meddows et al., 2001 ; Papadakis et al., 2004, Qiu et al., 2005 ; Farina et 
al., 2011). Cet assemblage impliquerait essentiellement les NTDs des sous-unités. Dans une 
récente étude, associant cristallographie et microscopie électronique sur domaines isolés, 
Farina et al. révèlent que l'homodimérisation des NTDs de GluN1 (Fig.1.7) est un élément 
crucial de l'assemblage du récepteur et que cet homodimère se réorganise durant la biogenèse 
des rNMDAs pour former un héterodimère fonctionnel (Introduction Fig. 3.4.C). Bien que ce 
rôle des NTDs ait été aussi observé lors de la biogenèse des rAMPAs (Ayalon & Stern-Bach, 
2001; Ayalon et al., 2005), cette réorganisation des sous-unités (d'un homodimère GluN1 à un 
hétérodimère GluN1/GluN2) durant la biogenèse n'a été démontrée que pour les rNMDAs.  
 
 
 
 
 
Figure 1.7. Structure cristallographique d'un homodimère de NTDs de GluN1 (pdb 3Q41) 
montrant la dimérisation des lobes supérieurs (UL) des NTDs ; vue perpendiculairement au plan de la 
membrane (gauche) et vue synaptique (droite). D'après Farina et al., 2011. 
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1.3.2. Quid des autres sous-types de récepteurs NMDA ? 
 
 
 
Dans notre étude, nous avons démontré que, dans un rNMDA de type GluN1/GluN2A, les 
deux sous-unités GluN1 sont disposées de façon diagonale autour du pore  (agencement 1-2-
1-2 ; Fig. 1.4.B). Cet arrangement est-il conservé dans d’autres sous-types de rNMDAs 
notamment ceux contenant les sous-unités GluN2B, GluN2C ou GluN2D ? 
 
 Dans un premier temps nous avons sondé la proximité des ABDs des sous-unités 
GluN1 dans un rNMDA GluN1/GluN2B en utilisant une approche identique à celle 
développée dans notre publication (Riou et al., 2012 ; Fig. 3). Ainsi, nous avons déduit 
des cinétiques d’inhibition par le MK-801 que la probabilité d’ouverture des récepteurs 
GluN1-E698C/GluN2Bwt était significativement diminuée, par rapport à celle d'un récepteur 
de type sauvage, et que cette probabilité d’ouverture était affectée par le traitement réducteur 
(DTE) des récepteurs (constante de temps d’inhibition réduite d’un facteur deux) (Fig. 1.8.A). 
Le comportement des récepteurs GluN1-E698C/GluN2Bwt reproduit donc les résultats 
obtenus avec les récepteurs GluN1-E698C/GluN2Awt. Cela suggère que, dans un récepteur 
GluN1/GluN2B fonctionnel, ce sont de nouveau les sous-unités GluN1 qui forment l’interface 
de tétramérisation des ABDs, ce qui validerait un arrangement de type alterné 1-2-1-2 (Fig. 
1.4.B). Néanmoins il ne s’agit là que de résultats préliminaires. Divers contrôles sont 
nécessaires, notamment des mesures systématiques des constantes d'inhibition par le MK-801 
pour les récepteurs N1wt/N2Bwt et N1wt/N2B-Q672C, avant et après un traitement 
réducteur.  
 
 En ce qui concerne les récepteurs GluN1/GluN2C et GluN1/GluN2D en revanche, il 
est possible que des différences structurales soient observées. En effet, contrairement aux 
récepteurs GluN1/GluN2A et GluN1/GluN2B qui présentent une forte homologie de 
séquence, les rNMDAs contenant GluN2C ou GluN2D se démarquent par leurs séquences 
particulièrement différentes qui pourraient se traduire par un arrangement distinct de leurs 
sous-unités dans le récepteur entier. Aussi avons-nous testé la sensibilité au cuivre (Cu2+) des 
récepteurs GluN1-P660C/GluN2C (données non montrées) et GluN1-P660C/GluN2D (Fig. 
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1.8.B) afin d'évaluer, comme pour les rNMDAs GluN1/GluN2A, la proximité des sous-unités 
GluN1 autour du pore. Dans les deux cas, un site de chélation du cuivre de haute affinité est 
effectivement créé. En effet, seuls les récepteurs contenant la mutation GluN1-P660C sont 
inhibés par des concentrations croissantes de cuivre Cu2+, les récepteurs de type sauvage 
n'étant pas (ou peu) affectés. Ces  résultats similaires à ceux obtenus pour les récepteurs 
GluN1/GluN2A sont en faveur d’un arrangement de type alterné 1-2-1-2 avec les sous-unités 
GluN1 formant l’interface de tétramérisation en sortie de pore. Cependant ce résultat ne 
pourra être validé qu’après avoir évalué l’inhibition par le cuivre des récepteurs contrôles 
GluN1wt/GluN2C-Y656C et GluN1wt/GluN2D-Y681C. 
 
 
 
 
Figure  1.8. Des données fonctionnelles en faveur d'un arrangement alterné des sous-unités dans 
un récepteur GluN1/GluN2B (A) et GluN1/GluN2D (B).  (A) Cinétiques d'inhibition absolue par le 
MK-801 pour le récepteur GluN1-E698C/GluN2Bwt, mesurées avant (foncé) et après (clair) 
incubation des récepteurs en milieu réducteur (TCEP, 5 mM). B- Courbe dose-réponse représentant 
l'inhibition des courants par des concentrations croissantes de Cu2+ (nM), pour les récepteurs GluN1-
P660C/GluN2Dwt, GluN1-P660A/GluN2Dwt et le récepteur de type sauvage. Seules les données pour 
le mutant cystéine ont pu être "fittées", la valeur maximale de l'inhibition étant estimée à 86 %. Des 
résultats similaires ont été obtenus en combinant GluN1-E698C à la sous-unité GluN2C (inhibition 
maximale de 44 %). 
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 Ces résultats corroborent l'étude publiée peu avant par Salussolia et al. (2011). 
L'approche développée dans cet article est similaire à la nôtre. Ainsi, les auteurs ont introduit 
des cystéines sur les "linkers" reliant le TMD à l'ABD (M3-S2 et S2-M4), afin de sonder la 
proximité des sous-unités mutées en sortie de pore. En effet, d'après la structure du récepteur 
AMPA-GluA2, ces "linkers" adoptent des conformations et des longueurs différentes selon la 
sous-unité, proximale ou distale. Seules les sous-unités proximales sont susceptibles de 
former un pont disulfure. Par des western-blots sur cellules HEK et des mesures de courant 
sur ovocytes (en présence d'agonistes ou antagonistes), les auteurs ont montré que les sous-
unités GluN1 pouvaient être pontées, en conformation ouverte comme fermée. Ils proposent 
ainsi l'existence d'un arrangement de type alterné GluN1/GluN2/GluN1/GluN2, notamment 
pour les récepteurs GluN1/GluN2C et GluN1/GluN2A exprimés à la membrane plasmique. 
 
 L’ensemble de ces données suggèrent donc que les différents sous-types de rNMDAs 
GluN1/GluN2A-D partagent une même organisation au sein d’un récepteur tétramérique 
entier et fonctionnel, avec un arrangement des sous-unités de type alterné 1-2-1-2. Pour 
chacun de ces récepteurs, la sous-unité GluN1 serait la sous-unité impliquée dans l’interface 
de tétramérisation du récepteur autour du pore puisqu'elle occuperait la position proximale 
dans la couche des ABDs (paire A/C). 
 
 
 
1.3.3. L'arrangement des récepteurs GluN1/GluN2 : la controverse relancée 
 
 
Pourtant, l'arrangement des sous-unités d'un rNMDA hétérotétramérique fait encore débat. 
Tandis que les premières publications (Schorge & Colquhoun, 2003 ; Qiu et al., 2005), 
décrivaient un agencement des sous-unités GluN1 et GluN2 du type 1-1-2-2 (Fig. 1.4.A), les 
études récentes (Riou et al., 2012 ; Salussolia et al., 2011 ; Sobolevsky et al., 2009 ; 
Rambhadran et al., 2010) ont mis en évidence un arrangement de type 1-2-1-2 (Fig. 1.4.B). 
Alors que cet arrangement était admis par la communauté scientifique, de nouvelles données 
viennent d’être publiées par Balasuriya et al., (2013), proposant un arrangement 1-1-2-2 des 
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sous-unités GluN1 et GluN2 dans un rNMDA entier et exprimé à la membrane plasmique 
(Fig. 1.9). 
 
 La méthode utilisée repose sur l'imagerie par AFM (Microscopie à Force Atomique) 
de particules uniques de récepteurs exprimés en cellules HEK puis purifiés. La première étape 
consiste à incorporer des "tags" sur les sous-unités du récepteur étudié et exprimé en cellules 
HEK (Fig. 1.9.A). Ensuite, les membranes des cellules transfectées sont solubilisées dans un 
détergent puis les récepteurs, isolés par chromatographie d’adsorption, sont incubés avec des 
anticorps spécifiques. Ce sont ces complexes sous-unité/anticorps qui sont déposés sur une 
plaque de mica puis imagés par Microscopie à Force Atomique. L’AFM est une technique de 
microscopie à sonde locale permettant de visualiser la topographie de la surface d’un 
échantillon avec une résolution nanométrique : la pointe d'une petite sonde nanométrique, 
fixée sous un micro-levier, balaye la surface de l'échantillon à analyser ce qui permet d'obtenir 
une image tridimensionnelle du matériau analysé. Ces mesures permettent notamment 
d’évaluer le volume et le poids des particules à une résolution de 30 Å et 1 nm respectivement 
(Fig. 1.9.B) et d’accéder ainsi aux états d’oligomérisation de la protéine étudiée.  
 
 Un rNMDA contient le plus souvent deux sous-unités GluN1 et deux sous-unités 
GluN2 : un complexe tétramérique rNMDA contient donc plusieurs copies d’une même sous-
unité. Ainsi les récepteurs doublement décorés (soit sur GluN1, soit sur GluN2A) sont 
identifiés, sélectionnés, et les angles entre deux "décorations" mesurés (Fig. 1.9.C). La 
distribution en fréquence des angles détectés donne alors des indications sur la disposition des 
sous-unités dans le complexe : un angle de 90° entre anticorps suggère que les sous-unités 
décorées sont adjacentes tandis qu’un angle de 180° décrit plutôt des sous-unités 
diamétralement opposées. Cette méthode a déjà été utilisée avec succès pour déterminer la 
stœchiométrie et l’arrangement d’autres récepteurs-canaux (Barrera et al., 2008 ; Antonio et 
al., 2011 ; Stewart et al., 2012 et 2011 ; Carnally et al., 2008). Elle a notamment permis de 
mettre en évidence, pour la première fois, la nature trimérique des récepteurs P2X, pour 
lesquels les décorations par anticorps formaient un angle de 120° (Barrera et al., 2005). 
L’avantage de cette méthode est qu’elle ne dépend d’aucun modèle par homologie. Dans le 
cas des rNMDAs, aucune hypothèse sur la structure du récepteur GluN1/GluN2A n’a été 
émise par les auteurs pour mettre en place leurs expériences et interpréter leurs signaux.  
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 Les auteurs ont décoré les sous-unités GluN1 et GluN2A séparément, avec différents 
anticorps, dirigés soit vers les NTDs soit vers les ABDs des sous-unités (Fig. 1.9.A). Quelle 
que soit la sous-unité et les domaines décorés, la distribution des angles est majoritairement 
centrée sur la valeur 90° (Fig. 1.9.D et E). Seul un arrangement de type non alterné 1-1-2-2 
avec les sous-unités identiques adjacentes permet d’interpréter ce résultat. Cependant, sachant 
qu’il existe des stocks intracellulaires d’homomères GluN1, les auteurs, dans une dernière 
expérience, ont purifié les membranes afin d’isoler les récepteurs surfaciques. De la même 
façon, ils détectent un angle de 90° entre les sous-unités décorées. Concernant les rAMPAs, 
les auteurs observent bien pour un récepteur homomérique AMPA-GluA2 un angle de 90° 
entre deux sous-unités adjacentes et un angle de 180° entre les sous-unités en diagonale. En ce 
qui concerne les rAMPAs hétéromériques GluA1/GluA2, l'ensemble des mesures convergent 
vers un angle unique de 180° entre les anticorps anti-GluA1. Ce résultat suggère que deux 
sous-unités identiques, GluA1 d'une part et GluA2 d'autre part, sont diamétralement opposées 
dans un rAMPA hétéromérique, ce qui confirme les données obtenues par Mansour et al. il y 
a une dizaine d'années (Mansour et al., 2001). Ces diverses observations suggèrent donc un 
arrangement non-alterné des sous-unités GluN1 et GluN2A d'un rNMDA. En revanche, leur 
méthode ne permet pas de déterminer quelles sous-unités participent à l'interface de 
tétramérisation des ABDs ou  des NTDs autour du pore. 
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Figure 1.9.   Des données AFM suggèrent un arrangement non alterné des sous-unités GluN1 et 
GluN2A dans un récepteur NMDA entier. A- Représentation schématique d'un hétérodimère 
GluN1/GluN2A : les récepteurs sont isolés par l'intermédiaire d'un "tag" (ici FLAG/His8 situé en aval 
du TMD) et décorés par des anticorps dirigés soit vers l'ABD de GluN1 (haut) soit le CTD de 
GluN2A (bas). B- Distribution en fréquences des volumes moléculaires des particules décorées par 
l'anticorps GluN1. La courbe de Gauss est centrée sur la valeur 1076 nm3, correspondant au volume 
attendu pour un hétérotétramère GluN1/GluN2A. C- Images obtenues par AFM montrant des 
récepteurs doublement décorés, par l'anticorps anti-GluN1.  D et E- Distribution en fréquences des 
angles mesurés entre deux décorations successives. Les courbes de Gauss sont centrées sur la valeur 
90°. Cette valeur représente l'angle formé par deux sous-unités GluN1 successives (D) ou deux sous-
unités GluN2 successives (E). D'après Balasuriya et al., 2013. 
 
 
 
 Les auteurs ont multiplié les contrôles afin de confirmer leurs observations. Malgré 
tout, leur méthode ne leur permet de détecter à chaque fois que 0,5 à 30 % de récepteurs 
décorés par deux anticorps. A quoi correspondent les autres particules ? Ces récepteurs 
doublement décorés sont-ils vraiment des tétramères ? L’étalement de la courbe de Gauss de 
la répartition des volumes (Fig. 1.9.B) suggère au contraire la coexistence de multiples 
complexes et états d’oligomérisation. De même la répartition des angles mesurés entre les 
sous-unités décorées est très dispersée (courbe centrée sur 90° environ, avec une largeur à mi 
hauteur de 70° ; Fig. 1.9.D). Enfin, il est « statistiquement » surprenant que les auteurs ne 
détectent jamais l’angle 180°. En raison de ce manque de précision, il est difficile de conclure 
avec certitude à l’existence unique d’un arrangement de type 1-1-2-2 pour un rNMDA 
tétramérique entier. Par ailleurs, les auteurs suggèrent que les sous-unités s'arrangent selon 
l'ordre 1-1-2-2, à la fois dans la couche des ABDs mais aussi dans celle des NTDs. En effet, 
les angles mesurés entre les anticorps sont les mêmes, que l'anticorps soit dirigé contre l'ABD 
ou contre le NTD d'une sous-unité. Cette affirmation contredit donc la structure du tétramère 
de NTDs GluN1/GluN2B cristallisé récemment montrant un arrangement alterné 1/2/1/2 
(Karakas et al., 2011).  
 
 Cependant il faut avouer que ces résultats, en contradiction avec nos propres 
conclusions et celles de nos collègues (Sobolevsky et al., 2009 ; Salussolia et al., 2011, etc) 
nous ont troublés. En effet, la vaste majorité de nos résultats expérimentaux, tant 
électrophysiologiques que biochimiques, sont expliqués de la façon la plus simple par un 
arrangement alterné 1-2-1-2 (Fig. 1.10.C, bas). Nous avons donc repris une à une nos 
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observations, notamment les tests fonctionnels effectués sur les récepteurs ayant incorporé 
une cystéine à la position GluN1-E698C. Nous avons notamment évalué la sensibilité des 
récepteurs au glutamate, agoniste des rNMDAs se fixant sur les ABDs des sous-unités 
GluN2A. L’insertion d’une cystéine, que ce soit sur la sous-unité GluN1 (E698C) et/ou sur la 
sous-unité GluN2A (Q671C) n’affecte pas la sensibilité du récepteur au glutamate par rapport 
à un récepteur de type sauvage (Fig. 1.10.A). Ce résultat est cohérent avec un pontage 
disulfure n’impliquant pas les sous-unités GluN2 fixant le glutamate mais les sous-unités 
GluN1 uniquement, ces dernières fixant la glycine. Les ABDs des sous-unités GluN2, alors 
libres de se mouvoir lors de la liaison du glutamate, peuvent ainsi participer normalement à 
l’activation du récepteur. 
 
 A contrario, l'affinité pour la glycine du rNMDA GluN1-E698C/GluN2Awt est 
fortement diminuée par rapport à celle du rNMDA de type sauvage et celle de notre contrôle 
GluN1-E698A/GluN2Awt (les valeurs respectives de l'EC50 (µM) sont : 19.1 ; 2.51 ; 3.66). 
Or, on s'attend à ce que le pontage disulfure entre deux sous-unités GluN1, qui lient la 
glycine, rende la fermeture des ABDs difficile et affecte donc l'activation du récepteur. La 
baisse de sensibilité pour la glycine serait une conséquence logique de cette contrainte exercée 
sur les ABDs. Ce résultat est donc un argument supplémentaire en faveur d’un pontage 
disulfure impliquant les sous-unités GluN1 et donc d’une position proximale de ces sous-
unités autour du pore (Fig. 1.10.B).  Cependant, le "fit" avec une seule composante 
(isotherme) des courbes dose-réponse glycine pour le récepteur GluN1-E698C/GluN2Awt est 
relativement mauvais (R2=0.995). Nous avons donc rétitéré cette expérience mais cette fois-
ci, lors du traitement des données, nous avons effectué une régression des points 
correspondant au mutant GluN1-E698C/GluN2Awt avec deux composantes au lieu d'une. Ce 
nouveau "fit" donne de bien meilleurs résultats (R2 = 0.9996) (Fig. 1.10.D). La première phase 
de la courbe représente 83% des courants et décrit une population ayant une affinité pour la 
glycine (EC50 = 2.65 µM) proche de celle du récepteur GluN1-E698A/GluN2Awt (EC50 = 
3.66 µM).  La seconde phase de la courbe représente une population beaucoup moins sensible 
à la glycine (EC50 = 109.9 µM) et qui contribue à 17 % du courant mesuré. Cette analyse 
suggère donc la coexistence de deux populations de récepteurs pour le mutant GluN1-
E698C/GluN2Awt. Que représentent ces deux populations ? Deux cas de figure sont 
envisageables. Soit les deux populations sont décrites par un même arrangement des sous-
unités mais seule une partie des récepteurs (deuxième composante de faible affinité) est 
pontée. Soit chacune des deux populations représente un type de récepteurs avec un 
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arrangement des sous-unités différent (Fig. 1.10.C). Selon cette hypothèse, la première 
composante reflèterait un arrangement du type 1-1-2-2 (Fig. 1.10.C, haut) non ponté et non 
pontable (les positions proximales sont occupées par l'ABD d'une sous-unité GluN1-E698C et 
celui d'une sous-unité GluN2Awt) et la seconde composante, un arrangement du type 1-2-1-
2 (Fig. 1.10.C, bas) dont les sous-unités GluN1, proximales, sont pontées au niveau des 
ABDs. 
 
 Afin de tenter de discriminer entre ces deux cas possibles, nous avons regardé si un 
traitement oxydant (par le CuPhen) des récepteurs modifiait la première composante. Si tel est 
le cas, alors elle correspondrait à une population pouvant former des ponts disulfures, donc 
"de type 1-2-1-2" mais dont tous les récepteurs ne pontent pas spontanément. Avant et après 
incubation en milieu oxydant, les affinités pour la glycine de la première population sont 
identiques (EC50 = 2.65 vs 2.47 µM respectivement). En revanche, la contribution au courant 
de cette population de haute affinité pour la glycine diminue après traitement (67% vs 83% 
avant oxydation). Cette fraction de récepteurs modifiés (16%) correspond très probablement à 
des rNMDAs avec un arrangement alterné mais dont les cystéines n’avaient pas réagi 
spontanément (Fig. 1.10.D). Malheureusement, ce contrôle n'est pas totalement concluant; en 
effet il reste toujours un pourcentage significatif de récepteurs se comportant comme les 
récepteurs GluN1-E698A/GluN2Awt (haute affinité pour la glycine). Nous ne pouvons pas 
déterminer, à ce stade, si ces récepteurs constituent une population à part entière, avec un 
arrangement de leurs sous-unités de type 1-1-2-2 où si une seule population existe (avec un 
arrangement de type 1-2-1-2) mais que certains de ces récepteurs ne forment pas de pontages 
disulfures. 
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Figure 1.10. Le pontage disulfure a un impact sur l'affinité des récepteurs NMDAs pour leurs 
agonistes. A et B- Courbes doses-réponses des courants mesurés en fonction de la concentration en 
agoniste, pour les récepteurs, GluN1wt/GluN2Awt, GluN1-E698A/GluN2Awt, GluN1-
E698C/GluN2Awt et GluN1-E698C/GluN2A-Q671C. (A) L'affinité pour le glutamate des récepteurs 
contenant GluN1-E698C est identique à celle des récepteurs de type sauvage (EC50 ~ 4-7 µM). (B) 
L'affinité de GluN1-E698C/GluN2Awt pour la glycine est significativement réduite (EC50 = 19.1 µM, 
nH=0.65) par rapport au contrôle alanine (EC50 = 3.66 µM, nH = 1.38). C- Une analyse approfondie de 
ces courbes doses-réponses à la glycine pourrait nous aider à discriminer entre les deux arrangements 
1-1-2-2 (haut) ou 1-2-1-2 (bas) des sous-unités GluN1 (bleues) et GluN2A (roses) au niveau des 
ABDs. D- Courbe doses-réponses à la glycine pour GluN1-E698A/GluN2Awt et pour le mutant 
GluN1-E698C/GluN2Awt, réalisées avant traitement (carrés pleins) ou après incubation des récepteurs 
avec un oxydant (rond pleins) ou un réducteur (ronds vides). Hormis pour le mutant alanine, les 
données ont été "fittées" avec une double composante permettant de séparer deux populations, une 
première de haute affinité pour la glycine et une deuxième de plus faible affinité. 
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 Bien que nous ne soyons pas parvenus à déterminer avec exactitude l'existence de 
deux arrangements possibles dans un rNMDA, la piste des courbes dose-réponse biphasiques 
était intéressante. Même si cette hypothèse de deux populations de rNMDAs fonctionnels aux 
structures différentes semble surprenante, elle n'est pas à exclure et mérite donc d'être 
approfondie. 
 
 
 
 
1.3.4. Perspectives 
 
Malgré de nombreuses études, dont la nôtre, en faveur d’un arrangement de type 1-2-1-2 des 
sous-unités autour du pore dans un rNMDA, celui-ci est encore contestée. Même si des études 
complémentaires permettraient de clarifier le débat, seule la cristallisation d’un rNMDA 
GluN1/GluN2 entier pourra mettre définitivement un terme à la controverse. En outre, toutes 
ces études visant à déterminer l’arrangement des sous-unités dans un rNMDA ont été réalisées 
en système recombinant (ovocytes de Xénope ou cellules HEK). Des mesures 
électrophysiologiques et/ou observations structurales sur des préparations plus "natives" 
(neurones en culture notamment) seront nécessaires avant de pouvoir conclure à l’existence 
d’un arrangement ou un autre. Déterminer l'arrangement des sous-unités dans un récepteur 
iGluR entier est une première étape vers la connaissance de l'organisation globale du 
récepteur. Si la structure et le rôle des dimères d'ABDs et de NTDs ont été largement étudiés, 
les travaux concernant leur arrangement deux à deux dans un complexe rNMDA 
tétramériques n'en sont encore qu'à leurs balbutiements.  
 
 Connaître l'arrangement tétramérique d'un rNMDA entier permettra ainsi d'interpréter, 
d'un point de vue structural et mécanistique, les phénomènes d'activation, de désactivation, de 
désensibilisation et de modulation allostérique qui caractérisent ces récepteurs. Enfin, les 
nouvelles interfaces entre sous-unités, qui sont mises en évidence dans ces travaux, sont 
autant de potentielles cibles thérapeutiques pour des composés pharmacologiques spécifiques.  
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1.3.5. Asymétrie structurale et fonctionnelle des sous-unités dans un 
récepteur-canal du glutamate 
 
 
 
Asymétrie structurale dans un rAMPA homomérique 
 
La caractéristique la plus inattendue révélée par la structure cristallographique du rAMPA-
GluA2 est l’asymétrie qui régit l’ensemble du complexe homomérique (voir Introduction 
2.2.6.2 et Résultats 1.1.2). Dans ce récepteur les quatre sous-unités (A-D) ne partagent pas la 
même structure alors qu’elles ont une séquence protéique strictement identique. En réalité, le 
récepteur entier est constitué de deux paires de sous-unités de conformations différentes (paire 
A/C versus paire B/D). Cette non-équivalence des sous-unités sous-entend des contributions 
différentes de chaque paire aux mécanismes d’activation, de désactivation et de 
désensibilisation du rAMPA (Dong et al., 2011). Les différences de structure entre les sous-
unités A/C et B/D proviennent essentiellement de ces polypepdides de moins de vingt acides 
aminés, appelés "linkers", qui relient les NTDs, ABDs et TMDs (Fig 1.11). Il est intéressant 
de noter que ces "linkers", et notamment ceux connectant les segments transmembranaires 
(M1-4) aux lobes inférieurs (S2) des ABDs sont impliqué(e)s dans les propriétés 
fonctionnelles des iGluRs. Plus précisément, ces polypeptides, en assurant les changements de 
symétrie entre les ABDs (ordre deux) et les TMDs (ordre quatre) permettent de traduire les 
mouvements des ABDs en ouverture/fermeture du canal ionique. (Fig. 1.11 ; Dong et al., 
2011). 
 
 Cette asymétrie est d’autant plus intrigante pour un récepteur hétérotétramérique. 
Prenons par exemple un rAMPA de type GluA1/GluA2, dont les sous-unités identiques sont 
disposées diagonalement (Mansour et al., 2001, Balasuriya et al., 2013). D’après la structure 
du rAMPA-GluA2 homomérique, les sous-unités GluA1 d’une part et GluA2 d’autre part 
auront des conformations différentes. Il est fort à parier que leurs contributions respectives à 
l’activité du canal ionique présentent elles aussi des spécificités. 
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Figure 1.11. Les "linkers" reliant les ABDs des quatre sous-unités du récepteur AMPA-GluA2 
aux segments transemembranaires s'adaptent à la rupture de symétrie entre les domaines 
extracellulaires et le pore. Vues cytoplasmiques des "linkers" M3-S2 (A) et S2-M4 (B), des sous-
unités A/C (roses) et B/D (vertes). Les ombres grises représentent les quatre ABDs GluA2. D'après 
Sobolevsky et al., 2009. 
 
 
 
Les sous-unités GluN1 et GluN2 ne contribuent pas de la même façon à l'activité d'un 
récepteur NMDA 
 
Notre étude a montré que, dans le cas d’un rNMDA, les sous-unités GluN1 et GluN2A 
s’arrangeaient autour du pore selon un ordre 1-2-1-2. En reprenant les notations du rAMPA-
GluA2 (Sobolevsky et al., 2009), les sous unités GluN1, proximales, adoptent une 
conformation du type A/C et les sous-unités GluN2A, distales, une conformation du type B/D 
(Fig. 1.4.B). Cette asymétrie du récepteur, avec deux couples de sous-unités structurellement 
différents, corrobore une série de données fonctionnelles qui mettent en évidence une 
contribution différentielle de GluN1 et GluN2 au contrôle de l’activité du canal ionique 
(Sobolevsky et al., 2007 ; Banke et al., 2003 ; Blanke et al., 2008, Kussius & Popescu, 2009 ; 
Watanabe et al., 2002 ; Kazi et al., 2013). La plupart de ces études se sont intéressées aux 
rôles respectifs des "linkers" connectant les segments transmembranaires aux ABDs des sous-
unités GluN1 et GluN2, dans l’activité d’un rNMDA. Ainsi les "linkers" M3-S2, formant le 
cœur du vestibule extracellulaire, sont directement impliqués dans le couplage « ABD-pore », 
de même que les "linkers" S1-M1 et S2-M4, plus périphériques et exposés à l’espace 
extracellulaire, sont dynamiques lors de l’activation des rNMDAs (Kazi et al.,  2013). 
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 Récemment Dai et al., (2013) ont développé, à partir de simulations de dynamique 
moléculaire, un modèle atomistique décrivant l’activation d’un rNMDA GluN1/GluN2A 
(sans les NTDs). Lorsque les lobes inférieurs (S2) des ABDs se referment sur leur ligand, la 
tension exercée sur les "linkers" S2-M3 induit un écartement des hélices M3 conduisant à 
l’ouverture du canal. Les auteurs ont montré que les mouvements de translation des hélices 
M3 des sous-unités distales GluN2A contribuaient plus à l’ouverture du canal, et donc à 
l'activation de récepteur, que les mouvements rotationnels des hélices M3 des sous-unités 
proximales GluN1.  
 
 L’ensemble de ces travaux met ainsi en évidence le lien entre l’asymétrie structurale 
des rNMDAs et les contributions différentielles des sous-unités à l’activation du récepteur 
(Traynelis et al., 2010) et à certaines propriétés des rNMDAs telles que la perméabilité 
ionique (Watanabe et al., 2002). Il est clair cependant que malgré leurs rôles distincts, il existe 
une concertation entre les sous-unités GluN1 et GluN2, concertation qui est indispensable 
dans le cas de rNMDAs dont le canal ionique ne peut s’ouvrir que si les quatre sous-unités ont 
leur ABD lié à l’agoniste. 
 
 
Généralisation à d'autres récepteurs-canaux du glutamate : les récepteurs kainate 
 
Concernant les rKAs, comme pour les rAMPAs, certaines sous-unités (GluK1, GluK2, 
GluK3) peuvent former des récepteurs homomériques fonctionnels, tandis que d’autres 
(GluK4, GluK5) doivent s’assembler à une sous-unité GluK1-3 pour pouvoir constituer des 
rKAs hétéromériques fonctionnels. Si plusieurs dimères de NTDs ont déjà été cristallisés 
(Kumar & Mayer, 2009 (GluK2) ; Kumar et al., 2010 (GluK3) ; Kumar et al., 2011 (GluK5 et 
GluK2/GluK5)), seul quelques dimères d’ABDs ont été cristallisés, notamment celui des 
l'homodimères GluK2 (Chaudhry et al., 2009b ; Fig 1.12.A) et GluK3 (Venskutonyte et al., 
2013), en complexe avec le glutamate. Jusqu’à présent, la disposition des sous-unités au sein 
d’un récepteur complet n’a donc été déduite que d’études fonctionnelles sur des rKAs 
homomériques ou hétéromériques. 
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 En 2010, Das et al. montrent, par des pontages disulfures entre ABDs d’une part et 
NTDs d’autre part, que l’arrangement des sous-unités GluK2 dans un rKA homomérique était 
similaire à celui des sous-unités GluA2 dans le rAMPA cristallisé (Sobolevsky et al., 2009 ; 
Das et al., 2010). Leurs expériences ont également mis en évidence les contributions 
différentielles des sous-unités proximales et distales à l’activation et à la désensibilisation des 
rKA, (Fig. 1.12.B). 
 
 Retrouve-t-on cette asymétrie structurale et fonctionnelle dans un rKA hétéromérique 
du type GluK1-K3/GluK4-K5 ? La structure cristallographique d’un tétramère de NTDs 
GluK2/GluK5 suggère, en tout cas, un arrangement des sous-unités au niveau des NTDs, 
semblable à celui observé dans la structure du rAMPA homomérique, avec les sous-unités 
GluK5 distales et les sous-unités GluK2 proximales, par rapport au pseudo-axe de symétrie 
des NTDs (Kumar et al., 2011). Par analogie avec le rAMPA-GuA2, les sous-unités GluK5 
correspondent à la paire A/C et les sous-unités GluK2 à la paire B/D. L'interface de 
tétramérisation des NTDs dans le rKA hétérotétramérique est donc assurée par les sous-unités 
GluK2. Ne disposant pas de structure cristallographique d’hétérodimère ou d'hétérotétramère 
d’ABDs de rKAs, nous devons déduire l’arrangement des sous-unités autour du pore par 
d’autres approches. Récemment, Veran et al (2012) ont ainsi montré que le 
zinc extracellulaire potentialisait les rKAs GluK2/GluK3 en stabilisant l’interface de 
dimérisation entre un ABD de GluK2 et un ABD de GluK3. Selon les auteurs, les sous-unités 
GluK2 et GluK3 de ce rKA hétérotétramérique s'arrangent donc en dimère d’hétérodimères 
GluK2/GluK3 autour du pore. 
 
 Cet arrangement asymétrique se reflète-t-il dans l’activité des rKAs ? Il a été montré 
que l’activation des rKAs suivait un mécanisme similaire à celui d’un rAMPA, avec 
notamment une indépendance des sous-unités les unes par rapport aux autres (Rosenmund et 
al., 1998 ; Swanson et al., 2002). Ainsi dans un récepteur GluK2/GluK4, la liaison du 
glutamate sur GluK4 induit l’ouverture du canal ionique du rKA, tandis que la liaison de 
l’agoniste sur GluK2 provoque sa désensibilisation (Mott et al., 2010). De même dans un rKA 
GluK1-K3/GluK5, les sous-unités GluK5 jouent un rôle central dans l’activation du récepteur 
(Fisher et al., 2011). En raison de leur forte affinité pour le glutamate, elles sont activées en 
premier, amenant le récepteur dans un état activé non-désensibilisé. La désensibilisation 
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rapide n’intervient que lorsque les sous-unités de plus faible affinité, GluK1 (ou GluK2, 
GluK3) sont à leur tour activées par le glutamate. Les auteurs suggèrent ainsi que les sous-
unités GluK1-K3 d’une part et GluK5 d’autre part contribuent différemment aux propriétés 
fonctionnelles du récepteur. D’après l'arrangement au niveau des NTDs, et si le domaine 
swapping décrit pour les rAMPAs existe aussi pour les rKAs, alors, au niveau des ABDs, les 
sous-unités proximales (paire A/C) devraient être GluK5 et les sous-unités distales (paire 
B/D) GluK2, chaque paire de sous-unité ayant une contribution propre et distincte au contrôle 
de l’activité du canal ionique 
 
 
 
Figure 1.12. les récepteurs Kainate s'assemblent aussi en dimères de dimères. A- Structure 
cristallographique de l'homodimère d'ABDs de rKAs GluK2 (pdb 3G3F, 1.38 Å), complexé avec le 
glutamate (représenté par des sphères). B- Modèle d'un tétramère d'ABDs GluK2 d'un récepteur 
kainate, par homologie avec l'homotétramère rAMPA-GluA2. Le tétramère d'ABDs s'organise en 
dimère de dimères (l'un est encadré par des pointillés). D'après Das et al., 2010. 
 
 
 En conclusion, malgré l’absence de structures cristallographiques de rNMDA et rKA 
entiers, de nombreuses études structurales et fonctionnelles suggèrent que les sous-unités d’un 
iGluR, quel qu’il soit, s’arrangent de manière asymétrique (quatre sous-unités formant 2 
paires de conformation distinctes) et que cette asymétrie explique les contributions différentes 
de chaque sous-unité à l’activité du récepteur. 
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2. INCORPORATION D’ACIDES AMINES NON-NATURELS DANS LES 
RECEPTEURS NMDA : IMPLEMENTATION  ET APPLICATION POUR 
L’ETUDE DES INTERFACES ENTRE SOUS-UNITES ET DE LEUR 
DYNAMIQUE 
 
 
2.1. Incorporation d’acides aminés non-naturels génétiquement encodés 
dans les récepteurs NMDA exprimés en ovocytes de Xénopes  
 
 
2.1.1. Contexte de l’étude 
 
Une des méthodes classiquement utilisées pour étudier les relations structure-fonction des 
récepteurs-canaux, lorsque nous ne disposons pas de structure cristallographique du récepteur, 
consiste à introduire dans la protéine des cystéines sélectionnées à partir d’un modèle 
structural et d'en étudier le pontage (Careaga & Falke, 1992). Cette approche permet 
notamment d'évaluer la proximité de deux sous-unités adjacentes (Krovetz et al., 1997) et 
d'étudier les répercussions fonctionnelles et structurales des contraintes exercées sur le 
récepteur. Dans les années 90, la chimie unique du groupe sulfhydrile (-SH) a suscité un vif 
intérêt avec le développement de la méthode SCAM (Substituted-Cysteine Accessibility 
Method). La SCAM est une approche qui permet d'évaluer l'environnement d'un acide-aminé 
en le mutant en cystéine et en étudiant la réactivité de cette dernière vis à vis d'agents 
chimiques qui réagissent spécifiquement ave le groupe sulfhydrile des cystéines (Karlin & 
Akabas, 1998). Parmi ces réactifs, les plus utilisés sont les composés  methanethiosulphonates 
(MTS), très appréciés pour leur petite taille et leur spécificité. L'approche SCAM a été utilisée 
depuis le début des années 90 pour caractériser les canaux ioniques et plus précisément : 
identifier les résidus longeant un canal, évaluer le diamètre du canal, estimer le potentiel 
électrostatique à l'intérieur du canal, déterminer les différences structurales dans différents 
états fonctionnels du canal, localiser les portes d'activation et les filtres de sélectivité, trouver 
des sites de liaison de bloqueurs du canal, etc (Javitch, 1998). Cette approche a été largement 
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utilisée pour étudier les canaux ioniques (Akabas et al., 1992 et 1994 ; Karlin & Akabas, 
1998) mais aussi les sites de liaisons (Stauffer & Karlin, 1994 ; Javitch et al., 1994) de 
récepteurs membranaires du SNC (récepteurs couplés aux protéines G, récepteurs nicotiniques 
à acétylcholine, récepteurs dopaminergiques, entre autres).  
 
La technique de transfert d’énergie par résonnance de Föster (FRET) fournit 
également des informations sur la structure et la dynamique d'un récepteur. Le transfert 
d'énergie intermoléculaire permet d'étudier des interactions protéine-protéine, tandis que le 
transfert d'énergie intramoléculaire permet d’analyser les changements conformationnels 
intervenant au sein d'une protéine (Truong & Ikura, 2001). Découvert en 1948 par Förster 
(Föster, 1948 ; Lakowicz, 1999), le principe du FRET n'a été appliqué à des macromolécules 
biologiques que dans les années 70, afin de sonder la proximité entre deux régions protéiques 
(Uster & Pagano, 1986). Le FRET intramoléculaire est basé sur l'incorporation de 
fluorophores donneurs et accepteurs à différentes positions de la protéine d’intérêt. Les points 
d’insertion sont choisis de manière à ce que les changements conformationnels, en modifiant 
la distance et/ou l’orientation des fluorophores, entraînent des modifications du transfert 
d’énergie (augmentation ou diminution), du donneur vers l'accepteur. Ce transfert ne peut 
avoir lieu que si les fluorophores sont distants de moins de 10 nm.  Les changements des 
valeurs de FRET permettent ainsi de suivre les dynamiques moléculaires à l'échelle de la 
milliseconde et fournissent, dans le cas des récepteurs-canaux, des informations essentielles 
sur les dynamiques conformationnelles au cours de  l'activation, de la désensibilisation, etc. 
Cette approche, qui révèle des informations spatiales et temporelles sur la structure des 
protéines, est complémentaire des techniques de cristallographie aux rayons X ou de 
spectroscopie RMN qui, quant à elles, déterminent la structure tridimensionnelle de ces 
protéines biologiques. 
 
Citons également les techniques de spectrométrie de masse, qui fournit des indications 
structurales importantes; de simulations de dynamiques moléculaires, qui donnent des 
renseignements, non seulement sur la structure d'un récepteur, mais surtout sur sa dynamique 
conformationnelle; de microscopie à force atomique (voir Résultats 1.3.3), qui fournit des 
informations sur l’organisation et la stœchiométrie des récepteurs (Balasuriya et al., 2013) ; 
etc.  
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 Une nouvelle technique de plus en plus répandue, permettant d’étudier à la fois la 
structure, les dynamiques conformationnelles et les relations structure-fonction d’une 
protéine, consiste à introduire par mutagenèse un acide-aminé non-naturel ("Unnatural 
Amino-Acid" ou UAA) à un site particulier d'une protéine. Cette approche permet d'introduire 
dans la protéine d'intérêt une nouvelle fonction chimique, absente naturellement, dont la 
réactivité permet une multitude d'applications (Reddington et al., 2013). En effet, selon leur 
nature, les UAAs  peuvent être photo-réactifs (études d'interactions protéine-protéine et 
protéine-ligand) ou photocagés (contrôle de l'état d'activation d'une protéine), aider à la 
conjugaison de fluorophores ou être eux-mêmes fluorescents (détection de changements 
conformationnels), etc (voir Introduction 4.2). Cette méthode implique l’insertion d’un codon-
stop (généralement de codon ambre) dans la protéine étudiée et sa lecture par un ARNt-
suppresseur chargé avec l’UAA d’intérêt (voir Introduction 4). Jusqu'au début des années 
2000, cet ARNt aminoacylé devait être synthétisé puis introduit dans la cellule (voir 
Introduction 4.1.1). Cette méthode, fastidieuse et au rendement relativement faible, a 
longtemps limité l’utilisation des UAAs. Désormais, l’expression directe dans le système 
choisi de la paire orthogonale {ARNt-suppresseur et aminoacyl-ARNt synthétase (aaRS)} 
permet de s’affranchir de ce problème majeur puisque la synthétase est capable d’aminoacyler 
in situ (i.e. directement dans la cellule) l’ARNt-suppresseur, avec un UAA spécifiquement 
reconnu comme substrat par l’enzyme (voir Introduction 4.1.2). Cette approche, dite 
d'expansion du code génétique, ne nécessite aucune synthèse chimique, si ce n'est celle de 
l'UAA, qui est ensuite intégré au milieu de culture/d'incubation. Elle permet en outre de 
multiples recharges de l’ANRt et son amplification au fur et à mesure de la traduction 
protéique, contrairement à l’approche chimique pour laquelle l'ARNt, consommé de façon 
stœchiométrique lors de la synthèse de la protéine d'intérêt, s'épuise progressivment. 
L'incorporation d'UAAs par expansion du code génétique a été développée dans divers 
organismes et types cellulaires, dont la levure, les cellules de mammifère, les cellules couches 
neuronales, les cellules d'insecte, et des organismes multicellulaires invertébrés. Cependant, 
les exigences de la méthode, notamment la nécessité d'obtenir des paires {aaRS/ARNt-
suppresseur} strictement orthogonales (c'est-à-dire n'interférant pas avec la machinerie 
endogène de traduction), freinent son développement. 
 
 
Suite à l'arrivée de Shixin Ye dans notre équipe, en 2010, nous avons décidé d'explorer 
cette nouvelle approche et de l'appliquer à l'étude des récepteurs NMDA (rNMDA). Dans le 
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laboratoire, nous utilisons, pour nos expériences d'électrophysiologie et de biochimie, les 
ovocytes de Xénope, système classique d'expression des canaux et récepteurs-canaux. Afin de 
pouvoir exploiter cette technique innovante d'expansion du code génétique, il était donc 
essentiel que nous établissions, dans un premier temps, sa faisabilité dans les ovocytes de 
Xénope. L’ovocyte présente des avantages pour l'incorporation d'UAAs car il se caractérise 
par sa très grande taille, qui permet de micro-injecter directement le matériel génétique dans 
le noyau de la cellule, sans avoir besoin de réaliser des transfections d'ADN plasmidique.  
 
Dans cet article publié en 2012 (Ye et al., 2013), nous avons donc étudié la possibilité 
d'appliquer le concept d'expansion du code génétique aux ovocytes. L'objectif de notre travail 
était de vérifier que la co-injection, dans un ovocyte de Xénope, d’un ARNt-suppresseur 
dérivé du Bacillus stearothermophilus, de l’enzyme synthétase correspondante, dérivée de 
E.coli, et des ADNc des sous-unités du rNMDA, dont l'une possède le codon-stop ambre 
introduit à une position spécifique, aboutissait à l’expression de récepteurs entiers, 
membranaires et fonctionnels, lorsque les ovocytes sont incubés, après injection, avec l’UAA 
d’intérêt, en l’occurrence des analogues de la tyrosine, le p-azido-L-phenylalanine (AzF) ou le 
p-benzoyl-L-phenylalanine (Bpa). 
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2.1.2. Article 2 
 
 
 
 
Expanding the Genetic Code in Xenopus laevis Oocytes 
 
 
 
Shixin Ye a,b,c,*, Morgane Riou a,b,c, Stéphanie Carvalho a,b,c and Pierre Paoletti a,b,c,*. 
 
 
 
 
 
 
 
a. Ecole Normale Supérieure, Institut de Biologie de l’ENS, IBENS, Paris, France 
 
b.  Inserm, U1024, Paris, France 
 
c. CNRS, UMR 8197, Paris, France 
 
 
* corresponding author : pierre.paoletti@ens.fr and yelehman@biologie.ens.fr 
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2.1.3. Discussion 
 
Nous démontrons dans cet article que les paires ARNt-suppresseur/aminoacyl-ARNt 
synthétase (notées ARNt/aaRS) conçues pour l'incorporation d'UAAs dans des cellules de 
mammifère sont adaptées à l'expansion du code génétique dans les ovocytes de Xénope. Par 
une approche combinant électrophysiologie et biochimie, nous avons montré que (1) la paire 
orthogonale ARNt/aaRS (avec aa = Tyr, Bpa ou AzF) est efficace pour lire et traduire le 
codon-stop ambre en acide-aminé (respectivement Tyr, Bpa ou AzF) ; (2) l'orthogonalité est 
respectée, en particulier, l'aaRS (avec aa = Bpa ou AzF) ne prend pas d’acide-aminé endogène 
(Tyr) comme substrat pour catalyser l'aminoacylation de l'ARNt (l'approche biochimique, par 
exemple pour le mutant GluN1-Y535amb, renforce cette assertion ; Fig. 2.1) ; (3) les sous-
unités de rNDMA ayant incorporé l'UAA à la position choisie sont entières et intégrées dans 
des rNMDAs fonctionnels ; (4) le processus d'incorporation, en tant que tel, de l'UAA dans la 
chaine protéique ne perturbe pas les fonctions de base du rNMDA (activation par le glutamate 
et la glycine) ; (5) la présence de l'UAA en lieu et place du résidu endogène affecte les 
propriétés fonctionnelles du rNMDA, ce qui laisse entrevoir le potentiel de cette incorporation 
d'UAA dans  l'étude des relations structure-fonction des rNMDAs. 
 
 
 
 
Figure 2.1.  L'orthogonalité de la paire ARNt-suppresseur/BpaRS est respectée. Immunoblots 
obtenus à partir d'ovocytes de Xénope dans lesquels ont été injectés les ADNc codant pour l'ARNt-
suppresseur YAM, la BpaRS ou TyrRS, et les sous-unités GluN1-Y535amb et GluN2Awt. Les 
ovocytes injectés avec la BpaRS sont incubés (+) ou non (-) en présence de Bpa (1 mM). L'anticorps 
anti-GluN1 reconnait la région 103-116 kDa du NTD. En absence d'UAA dans le milieu, on détecte 
seulement une sous-unité GluN1 tronquée (M1T ~ 70 kDa) ce qui démontre que la synthèse de la 
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chaine polypeptidique de GluN1 s'est arrêtée au codon-stop ambre, la BpaRS n'a donc pas incorporé 
de Tyr à la place du Bpa. En présence d'UAA, la sous-unité GluN1 entière est présente (bande M1 
détectée à ~ 110 kDa), preuve que le Bpa a bien été incorporé. M2 indique les bande correspondant au 
monomère GluN2 (~ 180 kDa) 
 
 
 Cette méthode innovante présente de nombreux avantages dont certains ont été mis en 
évidence dans cet article. L'efficacité de l'adaptation, aux ovocytes, des paires ARNt/aaRS 
utilisées dans les cellules de mammifère, a beaucoup simplifié l'approche. Par coinjection des 
quatre plasmides (codant pour l'enzyme aminoacyl-ARNt-synthétase, l'ARNt-suppresseur et 
les deux sous-unités du rNDMA, dont l'une possède la mutation ambre) et incubation des 
ovocytes avec l'UAA d'intérêt, nous sommes parvenus à faire exprimer à la membrane des 
rNMDAs GluN1/GluN2A ou GluN2B entiers et fonctionnels. L'expansion du code génétique, 
dont on a démontré la faisabilité dans les ovocytes, est donc une méthode relativement fiable 
(pas ou peu d'incorporation d’acides aminés endogènes, pas de perturbation des fonctions de 
base du récepteur) et efficace (incorporation de Bpa et AzF). 
 
 Cette technique présente cependant certains inconvénients ou limitations. Tout 
d'abord, l'approche "exclusivement génétique" avec l'utilisation de paires ARNt/aaRS 
spécifiquement élaborées pour l’incorporation d’UAAs donnés ne permet d'incorporer qu'un 
nombre limité d'UAAs dans une protéine, une dizaine environ (même si des travaux récents 
ont permis d'obtenir des tyrosil-ARNt synthétases dérivées de l'Archaea assurant 
l'incorporation d'une quarantaine de nouveaux UAAs dans les protéines (Thibodeaux et al., 
2010)). En effet, sélectionner de nouvelles paires ARNt/aaRS orthogonales est un processus 
compliqué (criblage de banque ; Martin & Schultz), c'est pourquoi il est très intéressant de 
pouvoir les adapter d'un organisme à l'autre, comme nous avons pu le faire avec ces dérivés 
de tyrosine-acyl synthétase. Ces paires ARNt/aaRS sont efficaces, toutefois leur utilisation 
nécessite certaines précautions. En effet, afin d'obtenir le meilleur rendement et de limiter 
l'incorporation d’acides aminés endogènes (Tyr) lors de la lecture du codon-stop ambre, il est 
important de déterminer avec précision les concentrations idéales en ADNc de l'ARNt et de 
l'aaRS. Par ailleurs, nous avons pu observer des différences entre les paires ARNt/BpaRS et 
ARNt/AzFRS : la BpaRS est plus spécifique et moins réactive que l'AzFRS, qui incorpore 
plus souvent des acides aminés  endogènes à la place de l'UAA. Cette infidélité demeure 
cependant rare une fois les conditions en concentrations de divers plasmides optimisées.  
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 Nous sommes parvenus à exprimer correctement les rNMDAs mutants à la surface des 
ovocytes, cependant, quelque soit l'aaRS, le taux d'expression est plus faible que dans le cas 
de récepteurs sauvages (qui peut atteindre 100% selon le lot d'ovocytes). Dans nos 
expériences, l'UAA est dilué dans le milieu d'incubation de l'ovocyte, à des concentrations de 
1 mM et 2 mM respectivement, pour le Bpa et l'AzF. Bien que ces concentrations soient 
élevées (on peut même diminuer la concentration en AzF à 1 mM sans que cela n'affecte le 
taux d'expression, ni la taille des courants), il est possible que la disponibilité de l'UAA ne soit 
pas idéale. Une solution serait de fournir l'UAA directement à  l'ovocyte, par micro-injection, 
en même temps que l'injection des plasmides codants. C'est la solution pour laquelle ont opté 
T.Kalstrup et R.Blunck afin d'incorporer l'UAA dans la séquence protéique d'une sous-unité 
du canal potassique Shaker. Cet article, publié en 2013 (Kalstrup et al., 2013), est une  
nouvelle preuve du succès de l'expansion du code génétique dans les ovocytes de Xénope. Ils 
ont par ailleurs introduit les séquences codantes de l'ARNt et de l'aaRS dans un même 
plasmide, ce qui permet la synthèse simultanée de l'un et de l'autre par la machinerie de 
traduction de la cellule, et ont injecté ce plasmide un jour avant l'UAA et l'ARNm de la sous-
unité Kv, transcrit in vitro. Cette dissociation de l'injection en deux étapes leur permet 
d’optimiser les chances d’incorporation de l’UAA. Quant à la micro-injection de l’UAAs 
directement dans l'ovocyte, elle permet d’assurer sa biodisponibilité pour la machinerie de 
traduction.  
 
 Dans leur article, T.Kalstrup et R.Blunck incorporent au niveau du segment 
transmembranaire M4 des sous-unités du canal Shaker un UAA fluorescent, l'Anap (voir 
Introduction 4.2.2 et Fig. 2.2 ci-dessous). L'Anap est un acide-aminé de petite taille, dont la 
fluorescence est sensible à l'environnement : l'intensité et la longueur d'onde d'émission qui 
caractérisent sa fluorescence sont en effet sensibles à la polarité des résidus se trouvant à 
proximité de l'UAA (Wang et al., 2006). L'Anap incorporé dans une protéine permet donc de 
détecter les changements conformationnels de cette protéine, ses éventuelles interactions, ses 
modifications et son activité dans des cellules vivantes. Cela en fait un composé fluorescent 
idéal pour la pratique de la fluorométrie à potentiel imposé ("Voltage-Clamp Fluorometry" ou 
VCF), une technique qui combine électrophysiologie et analyse de fluorescence et qui permet 
de corréler les changements conformationnels d'un récepteur ionotropique ou canal ionique à  
son activité électrique ("gating"  du canal). Cette approche a permis à T.Kalstrup et R.Blunck 
de suivre les mouvements du TM4 au cours de l'activation du canal, et ainsi de décrire les 
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dynamiques structurales de l'ensemble du processus de "gating" du canal potassique, depuis 
l'état fermé à l'ouverture du pore. L'introduction d'un UAA fluorescent dans une sous-unité de 
rNMDA et son utilisation pour étudier les dynamiques du récepteur par VCF, constituent l'une 
des applications possibles de l'expansion du code génétique à l'étude des rNMDAs. A présent 
que nous avons démontré sa faisabilité dans les ovocytes de Xénope, nous pouvons envisager 
d'y incorporer divers types d'UAAs. Il existe d'autres UAAs fluorescents que l'Anap, 
notamment le dansylalanine (incorporé dans la levure; Summerer et al., 2006), le L-(7-
hydroxycoumarin-4-yl) Ethylglycine (incorporé dans E.coli ; Wang et al., 2006) et le (S)-1-
carboxy-3-(7-hydroxy-2-oxo-2H-chromen-4-yl)propan-1-aminium (CouAA) dans E.coli ; 
Charbon et al., 2011). L'UAA fluorescent pourrait être inséré à divers sites du rNMDA, citons 
par exemple les interfaces entre les ABDs ou entre les NTDs des quatre sous-unités du 
récepteur. Les analyses simultanées de la fluorescence et des courants enregistrés à potentiel 
imposé (VCF) donneraient des indications sur les changements conformationnels au sein du 
tétramère et les réorganisations des interfaces au cours de l'activation du récepteur.    
 
 
 
 
Figure 2.2. Divers acides-aminés non-naturels fluorescents peuvent être incorporés dans les 
protéines. Dans cette figure sont représentées les structures chimiques  du dansylalanine, du L-(7-
hydroxycoumarin-4-yl) Ethylglycine et du 3-(6-acetylnaphtalen-2-ylamino)-2-aminopropanoic acid 
(Anap) 
   
 
 
 Notons enfin que la chimie de la p-azido-L-phenylalanine (AzF) est si variée (Morris 
et al., 2013 et voir Introduction 4.2 et 4.3) que rien qu'avec cet UAA, nous disposons de toute 
une gamme d'expériences permettant d'étudier les rNMDAs. Actuellement au laboratoire, 
nous essayons d'introduire des sondes biophysiques par l'intermédiaire de réactions de 
conjugaison entre groupe azide de l'AzF et un alcyne cyclique (la cyclooctine par exemple, 
voir Introduction 4.2.2). 
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2.2. Création d'un récepteur NMDA contrôlé par la lumière par 
incorporation d’acides-aminés photo-réactifs : application à l'étude des 
interfaces entre domaines N-terminaux.  
 
 
2.2.1. Contexte de l'étude  
 
Notre article publié dans la revue ChemBioChem (Ye et al., 2013) a démontré la possibilité 
d'incorporer dans un récepteur NMDA (rNMDA) un acide-aminé non-naturel (UAA) grâce à 
l'expansion du code génétique. Les UAAs testés au cours de ce travail, le p-benzoyl-L-
phenylalanine (Bpa) et le p-azido-L-phénylalanine (AzF), sont des acides-aminés photo-
réactifs. Après exposition à un rayonnement UV, les groupes benzoyl (du Bpa) et azide (de 
l'AzF) se transforment en radicaux capables d'attaquer entre autre les liaisons C-H d'acides-
aminés voisins. La  formation d'une liaison covalente entre l'AzF et ce résidu-cible est 
susceptible de perturber le comportement du récepteur, son activité et ses propriétés 
fonctionnelles. L'analyse de ces modifications, par biochimie et par électrophysiologie, 
combinée à l'étude des structures cristallographiques ou des modèles existants, fournit des 
indications précieuses sur la structure du récepteur et le rôle des différents domaines dans le 
contrôle de l’activité du canal. 
 Les domaines N-terminaux (NTDs) des rNDMAs sont des régions flexibles et 
dynamiques, qui jouent un rôle complexe et essentiel dans le fonctionnement du récepteur, 
que ce soit son assemblage, ou le contrôle de son activation (Paoletti, 2011 ; Furukawa, 2012 ; 
voir Introduction 2.2.5.4 et 3.3). Contrairement aux domaines de liaison des agonistes (ABDs) 
et au domaine transmembranaire (TMD), les NTDs sont des régions peu conservées d'une 
sous-unité des rNMDAs à une autre (voir Fig. 2.24 de l’Introduction 2.2.6.1). Cette disparité 
de séquences permet aux NTDs de contrôler la diversité biophysique et pharmacologique des 
rNMDAs. Pour cette présente étude, qui fait l'objet d'un article actuellement en révision pour 
une parution dans la revue PNAS, nous avons cherché à déterminer les caractéristiques 
structurales des NTDs des rNMDAs à l'origine de leur dynamique et de leur rôles distincts 
selon la sous-unité GluN2 associée à GluN1 dans le récepteur tétramérique. Récemment, la 
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structure d’un hétérodimère de NTDs GluN1/GluN2B, en complexe avec un inhibiteur 
allostérique l'ifenprodil, a été cristallisée avec une résolution de 2.6 Å (Karakas et al., 2011). 
Cette structure permet de corréler des données structurelles aux observations fonctionnelles, 
qui mettaient en évidence un contrôle de l’activité du canal ionique par les NTDs. Néanmoins, 
cette structure ne résout pas tout, certaines questions persistent notamment sur l'arrangement 
des NTDs dans le tétramère et sur la nature précise des interfaces au sein du dimère 
fonctionnel de NTD GluN1/GluN2B. Par ailleurs, nous ne disposons à l'heure actuelle que de 
la structure cristallographique d'un dimère de NTDs GluN1/GluN2B. Nous ignorons donc si 
cette structure, cet arrangement, sont conservés dans d'autres sous-types de rNMDAs, 
notamment GluN1/GluN2A. A défaut de structure cristallographique, une étude par 
homologie du dimère de  NTDs GluN1/GluN2A peut malgré tout de mettre en évidence 
certaines spécificités structurales à l'origine, entre autre, des mécanismes fonctionnels 
distincts d'un sous-type de rNMDA à l'autre. 
 Nous avons donc appliqué l'expansion du code génétique à l'étude des interfaces entre 
NTDs dans des rNMDAs de type GluN1/GluN2A et GluN1/GluN2B, exprimés dans des 
ovocytes de Xénope. Pour cela, nous avons introduit un AzF photo-activable, à la position 
GluN1-Y109. Ensuite, par des approches biochimiques et électrophysiologiques, nous avons 
analysé les effets de cette mutation et d'une exposition des ovocytes aux UVs sur le 
fonctionnement des récepteurs GluN1-Y109AzF/GluN2Awt et GluN1-Y109AzF/GluN2Bwt. 
Les résultats de ce travail nous ont permis de mettre en évidence l'importance du lobe 
supérieur du NTD de la sous-unité GluN1 dans le contrôle de l'activation du canal ionique 
d'un rNMDA de type GluN1/GluN2B. 
 Afin de valider ces observations, nous avons dans un deuxième temps confirmé 
l'existence d'une nouvelle interface formée par le lobe supérieur (UL) du NTD de GluN1 et le 
lobe inférieur (LL) du NTD de GluN2 et impliquée dans le contrôle des ouvertures/fermetures 
des NTDs des sous-unités GluN2. Cette interface GluN1-UL/GluN2-LL est une région peu 
étendue dont la séquence en acides-aminés diffère profondément d’une sous-unité GluN2 à 
l’autre. En particulier, nous avons identifié à cette interface deux groupes de résidus qui par 
l'intermédiaire de liaisons ioniques et de ponts hydrogènes, participent aux contacts 
électrostatiques entre les deux sous-unités, stabilisant ainsi l’état fermé des NTDs des sous-
unités GluN2. En perturbant ces interactions, nous sommes parvenus à "manipuler", et plus 
précisément augmenter, l’activité du canal. 
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2.2.4. Discussion 
 
2.2.4.1. Conclusions de l'étude et perspectives 
 
Principaux résultats 
 
Cette étude a confirmé qu'il était possible d'incorporer un acide-aminé non-naturel photo-
activable dans un rNDMA et que cet UAA (l'AzF), une fois excité par la lumière UV, était 
capable d'interagir avec un résidu endogène du récepteur. Par une exposition prolongée des 
ovocytes aux UVs, nous sommes en effet parvenus à photo-inactiver un rNMDA de type 
GluN1/GluN2B, c'est-à-dire à contrôler par la lumière l'activité d'un récepteur-canal. Nous 
avons donc créé un récepteur-canal de type NMDA photo-sensible, d'une manière tout à fait 
inédite puisqu'elle repose sur l'expansion du code génétique dans des ovocytes de Xénope. 
 
 La caractérisation de cette photo-inactivation et des propriétés fonctionnelles des 
récepteurs photo-inactivés suggère l'existence d'un photo-pontage intra-sous-unités, entre 
l'AzF109 et un résidu d'une boucle flexible de GluN1. D'après la structure cristallographique 
du NTD de GluN1 dans le dimère GluN1/GluN2NB (Fig. 2.2.1 ; Karakas et al., 2011), 
l'isoleucine I133 est le résidu le mieux placé et le mieux orienté pour interagir avec l'AzF. Par 
des mutations supplémentaires à l'interface "lobe supérieur (UL) de GluN1 / lobe inférieur 
(LL) de GluN2B" (mutagenèse dirigé classique), nous avons apporté des arguments en faveur 
de l'hypothèse selon laquelle les contraintes exercées sur cette boucle par le pontage 
stabiliserait l'interface de dimérisation entre le lobe supérieur du NTD de GluN1 et le lobe 
inférieur de GluN2. Nous avons montré par une approche biochimique que cette interface 
"GluN1-UL/GluN2-LL", était présente à la fois dans les récepteurs contenant GluN2B et ceux 
contenant GluN2A. Cependant, dans le cas de GluN1/GluN2A, cette interface n'est pas 
stabilisée par des contacts électrostatiques, contrairement à ce que l'on observe pour les 
récepteurs GluN1/GluN2B. Ces contraintes moins fortes exercées sur les NTDs des récepteurs 
GluN1/GluN2A peuvent expliquer pourquoi ces récepteurs ne sont pas photo-inactivés. Ces 
différences structurales du dimère de NTDs entre les deux sous-types de récepteurs sont aussi 
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probablement impliquées dans la spécificité de la modulation allostérique des rNMDAs par 
des ligands des NTDs. Enfin, nous avons également mis en évidence des disparités entre 
récepteurs GluN1/GluN2A  et  récepteurs GluN1/GluN2B, au niveau de l'interface UL/UL de 
dimérisation des NTDs de GluN1 et GluN2. En effet,  l'interface UL/UL entre les NTDs de 
GluN1 et GluN2A  définit un dimère moins compact que dans le cas des NTDs de GluN1 et 
GluN2B. 
 
 
 
Figure 2.2.1.  Le résidu GluN1-Y109 occupe une position clé, à l'interface entre les NTDs de 
GluN1 et GluN2B. Structure cristallographique du dimère de NTDs de GluN1 (bleu) et GluN2B 
(rose) (pdb 3QEL, Karakas et al., 2009). Le résidu GluN1-Y109 est représenté par des sphères bleues. 
Sa chaine latérale est dirigée vers une petite boucle du lobe supérieur du NTD de GluN1, contenant 
notamment le résidu I133, représenté par des sticks verts. Cette structure diffère de celles des dimères 
de NTDs AMPA et kainate, qui sont des structures beaucoup plus rigides (interfaces UL/UL et LL/LL) 
 
 
Assemblage des NTDs 
 
Cet arrangement si particulier des NTDs au sein des dimères GluN1/GluN2B (structure 
cristallographique) et GluN1/GuN2A (études fonctionnelles), de même que la conformation 
"twistée" des NTDs  (voir Introduction 2.2.6), sont en faveur d'un arrangement des NTDs, au 
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sein d'un rNMDA tétramérique, différent de celui des rAMPAs et rKAs.  En effet, dans les 
structures de tétramères de NTDs dont on  dispose, celle d'un rKA hétérotétramérique 
GluK2/GluK5 (Kumar et al., 2011) et celle du rAMPA-GluA2 homomérique (Sobolevsky et 
al., 2009), les deux dimères interagissent via les lobes inférieurs des NTDs des sous-untiés 
internes. Dans le cas des rNMDAs, les caractéristiques structurales des monomères et des 
hétérodimères sont incompatibles avec un tel arrangement. Il est au contraire plus probable 
que les lobes supérieurs des NTDs forment l'interface dimère-dimère. C'est ce que proposent 
E.Karakas, N.Simorowski et H.Furukawa, avec la structure cristallographique d'un tétramère 
de NTDs GluN1/GluN2B, qui met en évidence un arrangement asymétrique des NTDs, avec 
les sous-unités GluN1 externes et les sous-unités GluN2B internes (Fig. 2.2.2). Ce sont ces 
sous-unités qui forment l'interface de tétramérisation par l'intermédiaire d'interactions entre 
leurs lobes supérieurs. Cet arrangement "tête à tête" est cohérent avec la flexibilité des lobes 
inférieurs des NTDs qui est requise pour la modulation allostérique des rNMDAs par des 
ligands du NTD (Paoletti, 2011 ; Furukawa, 2012). Toutefois il reste à confirmer que cette 
structure d’un tétramère de NTDs de rNMDA et notamment les contacts entre dimères de 
NTDs n’est pas un "artéfact" de cristallisation et est bien présente dans un récepteur complet 
fonctionnel.  
 
 
 
Figure 2.2.2.  Dans un tétramère de NTDs GluN1/GluN2B, les sous-unités GluN2B, internes, 
forment l'interface de tétramérisation.  Structure cristallographique d'un tétramère de NTDs de 
GluN1 (bleu) et GluN2B (rose) (pdb 3QEL, Karakas et al., 2011). Les sous-unités GluN1 sont 
externes par rapport au pseudo-axe de symétrie, les sous-unités GluN2B sont internes. Les lobes 
supérieurs des NTDs de GluN2B forment l'interface de tétramérisation. Des résidus de cette interface, 
GuN2B-E316 et GluN2B-Y330 sont représentés par des sticks verts.  
Partie 2  Résultats 
238 
 
 Concernant les rNMDAs de type GluN1/GluN2A, une étude récente basée sur le 
transfert d'énergie de résonnance (FRET) entre des fuorophores accrochés au niveau des lobes 
supérieurs des NTDs, a suggéré que, dans un rNMDA entier et fonctionnel, les NTDs 
s'arrangeaient également de façon asymétrique, avec les lobes supérieurs des NTDs des sous-
unités GluN2A, internes, qui forment l'interface de tétramérisation (Sirrieh et al., 2013).   
 
 L'ensemble des ces études suggèrent donc qu’au niveau de la couche des NTDs, 
l’arrangement des quatre domaines dans un rNMDA est unique et distinct de celui des autres 
iGluRs.  
 
 
Perspectives 
 
De nombreux arguments sont en faveur d'un photo-pontage intra-sous-unités entre l'AzF 
introduit à la position GluN1-Y109 et un autre résidu de cette même sous-unité. En effet, 
réalisés à plusieurs reprises sur des homogénats d'ovocytes de Xénope exprimant les rNMDAs 
GluN1wt/GluN2B-Y109AzF, avant et après exposition aux UVs, les western-blots n'ont 
révélé aucun hétérodimère GluN1/GluN2B dans le cas des récepteurs pré-exposés aux UVs. 
Cela suggère que la sous-unité GluN2B n'est pas impliquée dans le photo-pontage. Par 
ailleurs, une étude approfondie de la structure cristallographique de GluN1 dans le dimère 
GluN1/GluN2B a mis en évidence une petite boucle de résidus proches de Y109, en 
particulier l'isoleucine 133 dont la chaine latérale pointe vers la position Y109. Nous avons 
évalué le rôle de I133 dans le photo-pontage de l'AzF en partant de l'hypothèse selon laquelle 
raccourcir la chaine latérale du partenaire potentiel (I133) en le mutant en alanine par 
exemple, empêche l'AzF de réagir avec lui. D'un point de vue fonctionnel, cela devrait se 
traduire par l'absence d'inhibition du rNMDA GluN1-Y109AzF-I133A/GluN2Bwt après 
l'application d'UV. Effectivement, l'effet de l'UV a totalement disparu ce qui est donc en 
faveur d'une interaction entre l'AzF et GluN1-I133. Néanmoins, il ne s'agit là que de la preuve 
indirecte d'un réel photo-pontage. Une façon de déterminer l'existence d'interactions entre 
l'AzF109 et l'isoleucine I133 serait d'analyser la protéine photo-pontée par spectrométrie de 
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masse, une technique de détection robuste et sensible qui permet de déterminer des structures 
moléculaires et donc des interactions inter- et intra-moléculaires. 
 
 L'identification de pontages intra-moléculaires par western-blot est difficilement 
réalisable car cette méthode n'est pas assez sensible pour détecter des changements 
conformationnels intra-sous-unité. En revanche, la sous-unité GluN1, comme toute protéine, 
peut être digérée en plusieurs peptides par la trypsine, une endoprotéase qui hydrolyse les 
liaisons peptidiques dans lesquelles un acide aminé basique (Lys, Arg) engage sa fonction 
acide. Or, d'après des travaux réalisés précédemment dans le laboratoire sur des domaines 
isolés (Perin-Dureau et al., 2002 ; Rachline et al., 2005), il est possible de "cacher" les sites de 
trypsinolyse. C'est le cas de la liaison du zinc sur le NTD de GluN2A ou de l’ifenprodil sur le 
NTD de GluN2B, qui protègent les NTDs de la digestion par la trypsine. Si le photo-pontage 
intra-GluN1 induit bien un changement conformationnel, il est possible qu'il protège aussi de  
la trypsinolyse. La technique est relativement simple, puisqu'il suffit de mettre les membranes 
des ovocytes (exprimant les récepteurs GluN1-Y109AzF/GluN2Bwt ou 
GluN1wt/GluN2Bwt), isolées et purifiées, en présence de trypsine, puis de stopper la 
digestion en ajoutant le tampon de charge. Les échantillons sont alors séparés par 
électrophorèse sur gel de polyacrylamide, les étapes suivantes étant inchangées, jusqu'à la 
révélation des membranes par chemoluminescence. Si les sous-unités GluN1-Y109AzF des 
récepteurs irradiés par les UVs, sont effectivement protégées de la digestion par la trypsine, 
nous nous attendons à détecter, pour ces récepteurs photo-pontés, des bandes de plus haut 
poids moléculaire, que celles que nous observerions dans le cas de récepteurs mutants non-
irradiés ou de récepteurs de type sauvages. Pour ces récepteurs en effet, nous devrions 
détecter de nombreuses bandes de faible poids moléculaire, correspondant aux divers produits 
de dégradation. Néanmoins, contrairement aux travaux précédents, nous travaillons, non pas 
sur des domaines isolés, mais sur une sous-unité GluN1 entière. Les chances d'observer une 
différence de poids moléculaire pour la sous-unité GluN1 irradiée sont donc très minces. Si 
elle est concluante, cette approche fournira tout de même un argument supplémentaire en 
faveur d'un photo-pontage intra-moléculaire.  
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2.2.4.2. L'expansion du code génétique, une nouvelle méthode pour obtenir des 
récepteurs-canaux sensibles à la lumière. 
 
Les méthodes permettant de manipuler les protéines par la lumière ont connu des progrès 
fulgurants ces dernières années. Le contrôle optique des protéines est en effet une approche 
attrayante, car la lumière est un outil non-invasif, qui perturbe peu le système d'étude et qui 
permet un contrôle des protéines à distance. Sa haute résolution spatiale (de l'ordre du micron) 
et temporelle (de l'ordre de la microseconde) permet en outre d'étudier des processus aux 
cinétiques rapides et confinés dans des compartiments cellulaires spécifiques. 
 
 
 
 
Figure 2.2.3. Différentes approches pour contrôler l'activité neuronale par la lumière. Trois 
catégories d'outils d'optogénétique sont représentées ici: les molécules cagées (gauche), les protéines 
naturellement photo-sensibles (centre) et les petites molécules photo-isomérisables (droite). Des 
exemples de ces outils sont écrits dans les encarts verts. D'après Kramer et al., 2009 
 
 
 L'optogénétique, méthode associant génétique et optique et permettant de rendre des 
cellules sensibles à la lumière, a été utilisée notamment pour étudier les canaux ioniques. Au 
cours des dernières années sont apparues diverses stratégies, permettant de contrôler 
optiquement des canaux ioniques (Fig. 2.2.3). Une de ces stratégies repose sur l'utilisation de 
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composés photo-cagés, qui, une fois photolysés par la lumière (étape irréversible), libèrent des 
neurotransmetteurs capables d'activer les récepteurs-canaux étudiés (Gautier et al., 2011 ; 
Miller et al., 1998 ; England et al., 1999),. Aussi puissante soit-elle, cette approche présente 
toutefois des limites : (1) les composés photo-cagés sont diffusibles, et peuvent donc agir en 
dehors du volume illuminé ; et (2) ils ne sont jamais complètement sélectifs pour une seule 
protéine-cible. Afin d'y remédier, une des solutions est de contraindre la molécule photo-
sensible et la protéine-cible à rester à proximité. C'est ce que permet l'approche plus récente 
basée sur l'utilisation de ligands attachés photo-isomerisables ("Photoisomerizable Tethered 
Ligands" ou PTL), qui contrôlent directement l'activité d'un canal ionique, d'une manière 
dépendant de la lumière (Fig. 2.2.4.D) 
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Figure 2.2.4. Stratégie pour obtenir un canal ionique photo-sensible grâce à des molécules photo-
convertibles contenant un groupe azobenzène. A- Structures chimiques d'agonistes du rKA-GluA2, 
dont le modèle. B- Structure du Maleimide Azobenzene Glutamate (MAG) dans sa configuration trans 
(en lumière visble et obscurité) et cis (sous UVs 380 nm). C. Isomérisation de l'azobenzène entre ses 
configurations cis et trans après application d'UVs. L'étoile rouge représente le groupe réactif qui 
permettra d'attacher la molécule au récepteur (maleimide par exemple) et le rond bleu représente le 
ligand. D'après Fortin et al., 2011. D. Mécanisme aboutissant à la photo-activation ou photo-
inactivation d'un récepteur-canal : un agoniste (ou antagoniste, orange) est attaché à l'ABD par 
l'intermédiaire d'un groupe isomérisable rouge), via des "linkers" (noirs).Le ligand ne peut atteindre le 
site de liaison que dans une seule configuration. D'après Volgraf et al., 2006 
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 Erlanger et ses collègues ont été les premiers à utiliser des composés contenant un 
groupe azobenzène photo-isomérisable, dans le but de réguler l'activité des récepteurs 
nicotiniques à acétylcholine (nAChRs) (Bartels et al., 1971). Dans leur protocole, le PTL 
utilisé, le 3-(α-bromomethyl)-3-[α-(trimethylammonium)methyl]azobenzene bromide (QBr), 
est attaché de façon covalente à une cystéine endogène préalablement réduite, présente à la 
surface du nAChR. Une fois attaché, le QBr n'active les nAChRs que dans sa configuration 
trans. La rapidité de l'isomérisation entre les formes trans (canal activé) et cis (canal 
inactivé), en limitant la désensibilisation des nAChRs, a permis d'en étudier les cinétiques 
d'activation avec une grande précision (Lester et al., 1990).  
 
 Plus tard, le groupe de  E.Y. Isacoff a développé des récepteurs ionotropiques du 
glutamate (iGluRs) activés par la lumière (LiGluR) qui, lorsqu'ils sont introduits dans les 
neurones, peuvent être contrôlés à distance. Cette approche repose notamment sur la synthèse 
d'un agoniste photo-sensible (Fig. 2.2.4.B ; PTL pour Photoisomerisable tethered Ligand), 
composé d'un analogue du glutamate (Fig. 2.2.4.A), d'un azobenzène photo-isomérisable (Fig. 
2.2.4.C) et d'un maleimide par l'intermédiaire duquel le PTL pourra être attaché de façon 
covalente au LiGluR (le PTL est alors désigné par le trigramme MAG). Ce PTL, photo-
commutateur de petite taille (de l'ordre du nanomètre) nécessite de substituer un acide-aminé 
du récepteur par une cystéine pour pouvoir s'y attacher (réaction de conjugaison entre le 
maléimide et la cystéine). De cette façon, le LiGluR peut être génétiquement adressé aux 
neurones d'intérêt. L'azobenzène est idéal car il peut photo-isomeriser de façon répétitive avec 
un très bon rendement et sans perte de fluorescence (Renner & Moroder, 2006).  
 
 E.T.Isacoff et ses collègues ont donc rendu un récepteur kainate (rKA) de type GluK2 
photo-activable, en attachant, en bordure du domaine bilobé de l'ABD, un analogue du 
glutamate contenant le groupe azobenzène. Lorsqu'il est éclairé à une longueur d'onde de 380 
nm, l'azobenzène photo-isomérise en quelques picosecondes de la configuration trans à la 
configuration cis (qui diffèrent de 3Å), ce qui permet au PTL de présenter le glutamate à 
l'entrée du domaine bilobé. L'agoniste peut alors atteindre son site de liaison, ce qui entraine 
la fermeture de l'ABD et donc l'activation du canal (Fig. 2.2.5.A). Exposé à la lumière visible 
(λ=500 nm), l'azobenzène reprend sa configuration trans, le glutamate se retire et le récepteur 
est alors désactivé. Ainsi, l'isomérisation réversible de l'azobenzène contrôle l'ouverture et la 
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fermeture du canal ionique, par l'intermédiaire des mouvements du domaine bilobé des ABDs. 
Ces LiGluRs, ont d'abord été étudiés dans des cellules HEK293 et des neurones 
hippocampiques de rat (Fig. 2.2.5.B). Ainsi, lorsque le mutant rKA-GluK2 est exprimé dans 
des neurones et est étiqueté avec le PTL, la photo-isomérisation vers la forme cis induit une 
dépolarisation et le déclenchement de potentiels d'action (Fig. 2.2.5.B, D et E ; Szobota et al., 
2007). Cette méthode a ensuite été appliquée au système nerveux de poissons-zèbres, ce qui 
as permis de contrôler des comportements, in vivo et par la lumière (Fig. 2.2.5.C ; Szobota et 
al., 2007). Un canal potassique Shaker sensible à la lumière a lui aussi été construit (Banghart 
et al., 2004), en attachant le PTL maleimide–azobenzene–quaternary ammonium (MAQ) à 
une cystéine introduite par mutagenèse dirigée à la surface du canal. Le MAQ agit en 
bloquant la conduction ionique dans sa configuration trans uniquement. 
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Figure 2.2.5.  Contrôle de l’excitabilité neuronale et d’un comportement chez le poisson-zèbre 
par des récepteurs kainate couplés à des ligands photo-convertibles.. A. Le mécanisme 
d'activation du LiGluR est basé sur la photo-isomérisation de son agoniste MAG, contenant un 
analogue du glutamate et le groupe isomérisable azobenzène, et attaché au récepteur via le maleimide, 
qui réagit avec la cystéine introduite dans l'ABD du récepteur. B.  Combiné à des sondes sensibles au 
voltage, pour mesurer l'activité neuronale, le LiGluR permet l'analyse des circuits neuronaux  grâce au 
contrôle, non invasif et à distance, de l'activation du canal. C. Exprimés in vivo, les LiGluRs 
permettent d'étudier des comportements et d'analyser les circuits neuronaux. Dans les larves de 
poisson-zèbre, le comportement de fuite induit par le toucher est étudié après activation des LiGluRs 
(violet) ou leur désactivation (bleu). D- L'activation d'un rKA-GluK2-L493C par un  MAG après 
illumination (380 nm) induit une dépolarisation de la membrane post-synaptique qui déclenche des 
trains de potentiels d'action. Une illumination à la longueur d'onde 500 nm permet la repolarisation de 
la membrane. E. Des neurones non-transfectés ne répondent pas à la lumière mais une injection de 
courant induit bien des potentiels d'action. D'après Szobota et al., 2007 
 
 
 Cette approche d'optogénétique basée sur l'introduction d'un PTL dans une protéine et 
sa manipulation par la lumière repose en partie sur l'accessibilité de la position où l'on 
souhaite introduire ce PTL. Il s'agit donc exclusivement de sites extracellulaires. L'utilisation 
d'UAA photo-réactifs est une méthode nouvelle pour le contrôle optique d'une protéine, 
permettant de soustraire cette contrainte. Dans notre article, nous avons incorporé un UAA 
photo-réactif, l'AzF, à une position précise du NTD de GluN1, aboutissant ainsi à un rNMDA 
photo-sensible, dont l'activité a pu être contrôlée par la lumière. L'expansion du code 
génétique constitue donc une nouvelle approche permettant d'obtenir des canaux sensibles à la 
lumière, ou encore des "Light-Sensitive Channels". Toutefois, contrairement au PTL, l'AzF 
photo-réactif que nous avons incorporé établit une liaison covalente non-réversible : une fois 
inactivé, le rNDMA "photo-sensible" est donc figé dans cet état. Ainsi, l'AzF ne nous permet 
pas d'alterner, sous l'action de la lumière, entre deux états du récepteur, ce qui en limite 
l'intérêt d'une utilisation in vivo. Nous envisageons donc plutôt d'incorporer dans le rNMDA 
un UAA photo-convertible (ou photo-isomerisable), dont la chaine latérale est un azobenzène. 
Un tel UAA a déjà été incorporé par extension du code génétique dans E.coli (Fig. 2.2.6 ; 
Bose et al., 2006). 
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Figure 2.2.6. Photo-isomérisation cis-trans de l'acide-aminé non-naturel AzoPhe dans une 
protéine  exprimée dans E.coli. A. Réaction de photo-isomérisation de l'UAA phenylalanine-4¢-
azobenzene (AzoPhe). B. Spectre d'absorption de la protéine activateur de transcription CAP 
(Catabolit Activator protein) de E.coli, ayant incorporé l'AzoPhe. Les pics d'absorbance de la protéine 
varient selon la longueur d'onde d'irradiation (334 nm (bleu), 420 nm (noir), non irradié (rouge)). 
D'après Bose et al., 2006.  
 
 
 Notre étude, réalisée en système hétérologue, dans des ovocytes de Xénope. permet 
d’évaluer les relations structure-fonction d'une protéine-cible unique. Il est à présent 
nécessaire de faire évoluer cette technique vers des systèmes plus natifs afin de pouvoir 
manipuler sélectivement l’activité d’un récepteur, et ainsi en étudier le rôle, dans un circuit 
neuronal intact. Notre objectif à présent est donc de pouvoir contrôler un rNMDA directement 
dans des neurones primaires, en utilisant ces UAAs photo-réactifs encodés génétiquement. En 
cours de révision du papier, nous avons montré que le récepteur GluN1-Y109AzF/GluN2Bwt 
pouvait être photo-inhibé lorsqu'il était exprimé en cellules HEK. Nous sommes atuellement 
entrain de tester la photo-réactivité de ces récepteurs dans des neurones Nous devons pour 
cela faire face à deux contraintes majeure, la première d'entre elles étant liée aux cinétiques 
lentes de photo-inhibition du rNMDA. En effet, lorsqu'ils sont exprimés en ovocytes de 
Xénope, les récepteurs GluN1-Y109AzF/GluN2Bwt ne sont inactivés qu'après des 
applications longues d'UVs, supérieures à trois minutes. Dans le cas de neurones, ces longues 
applications peuvent être préjudiciables car elles risquent de les endommager. L'idéal, afin 
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d'éviter la mort des neurones, serait de procéder par des applications lumineuses brèves et 
répétitives ("pulses"). Par ailleurs, l'expression de plusieurs plasmides, quatre au total (ARNt 
supresseur, aminoacyl-ARNt synthetase et les deux sous-unités du rNMDA dont une est 
porteur du codon stop ambre) pose de véritables soucis d'efficacité de transfection.  
 
 Depuis la soumission de notre papier, un article publié dans Neuron (Kang et al., 
2013) a montré qu'il était effectivement possible d'exprimer in vivo, ici dans des neurones du 
néocortex d'embryons de souris, un canal potassique à rectification entrante Kir2.1, rendu 
photo-inductible grâce à l'incorporation d'un UAA, le 4.5-dimethoxy-2-nitrobenzyl-cysteine 
(Cmn ; Fig. 2.2.7.B), dans le pore du canal. Ce canal PIRK ("Photoinducible Inward-Rectified 
K+ channel") est constitutivement inactif car le Cmn, par sa grande taille (plus gros que le 
composé photo-cagé traditionnel, le o-nitro-benzyl), obstrue le pore. Sous l'effet d'une 
application d'UV par "pulses", le Cmn est facilement photolysé, libérant ainsi la "cage" c'est-
à-dire le groupe dimethoxynitrobenzyl (Fig. 2.2.7.A). Seule la cystéine reste dans le canal, là 
où le Cmn avait été introduit. Ce clivage enlève donc la contrainte stérique qui rendait le canal 
non-conducteur : des courants sortant K+ sont alors enregistrés (Fig.2.2.7.C). Dans cet article, 
J.Y.Kang, L.Wang et leurs collègues ont exprimé ces canaux PIRK successivement dans des 
cellules HEK293, dans des neurones d'hippocampe de rat en culture puis dans des neurones 
du néocortex d'embryons de souris (voir Introduction 4.4 pour le protocole détaillé permettant 
l'expansion du code génétique in vivo). Ainsi, des enregistrements en cellule entière sur des 
tranches de cerveau de ces embryons de souris ont démontré le succès de l'expression de 
canaux PIRK ayant incorporé l’UAA Cmn in vivo. Même si la technique semble lourde 
(multiples injections et électroporations), les auteurs en ont montré l'efficacité de manière plus 
générale, en l'appliquant à d'autres régions du cerveau, notamment le diencéphale (incluant le 
thalamus et l'hypothalamus).  
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Figure 2.2.7. Création de canaux potassiques sensibles à la lumière par incorporation d'UAAs 
photo-cagés et applications pour le contrôle de l’excitabilité neuronale. A. Modèle illustrant la 
photo-inactivation de canaux PIRK exprimés à la membrane plasmique. L'incorporation de Cmn 
(rouge) dans le pore du canal Kir2.1 le rend non-conducteur. L'exposition aux UVs libère de façon 
irréversible le groupe dimethoxynitrobenzyle, ce qui rend de nouveau le canal perméant, restaure les 
courants K+ sortants et réduit l'excitabilité de la cellule.   B. Réaction chimique de photolyse du Cmn. 
La liaison S-C est clivée sous l'action de la lumière UV, ce qui libère le groupe 
dimethoxynitrobenzyle, pour ne laisser que la cystéine. C. La photo-activation de courants (à - 100 
mV) dans des neurones hippocampiques exprimant des canaux PIRK supprime les potentiels d'action. 
D'après Kang et al., 2013. 
 
 En conclusion, les UAAs photo-sensibles encodés génétiquement sont devenus des 
outils précieux pour la manipulation par la lumière de protéines neuronales, à la fois 
cytoplasmiques et membranaires. Validée en système recombinant (ovocytes, HEK), cette 
méthode a le potentiel pour être appliquée dans des systèmes plus natifs (des tranches de 
cerveau à l'animal entier), les seuls permettant d'étudier la transmission synaptique, les 
interactions entre les récepteurs et d'autres protéines, les cascades de signalisation 
intracellulaire, les réseaux neuronaux, etc. Ces UAAs photo-sensibles exprimés in vivo 
permettront ainsi de  contrôler des fonctions  neuronales à distance et de façon non-invasive.  
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2.3. Photo-pontage "état-dépendant" de récepteurs NMDA-GluN1/GluN2A  
 
 
2.3.1. Contexte de l'étude 
 
Les ions zinc (Zn2+) sont abondamment présents à de nombreuses synapses excitatrices dans 
le cerveau. Co-stockés avec le glutamate dans les vésicules de certaines terminaisons 
excitatrices, le zinc est libéré dans la fente synaptique lors de l’activité synaptique; 
Frederickson et al.,  2000 ; Sensi et al.,  2009 ; Paoletti et al., 2009). Les ions Zn2+ agissent 
comme "co-transmetteurs" et participeraient à ce titre au contrôle de fonctions neuronales, 
notamment la plasticité synaptique (pour revue voir Sensi et al. 2009). Les récepteurs NMDA 
(rNDMAs) abritent plusieurs sites régulateurs fixant le zinc dans une gamme de 
concentrations allant du nanomolaire au micromolaire (Paoletti et al., 1997). Les ions Zn2+ 
agissent sur les rNMDAs selon deux mécanismes, l'un dépendant du potentiel et l'autre non 
(Mayer et al., 1987, 1989b ; Legendre & Westbrook, 1990). Ainsi, à forte concentration, les 
ions Zn2+  se comportent comme des bloqueurs du pore des rNMDAs, alors qu'à plus faible 
concentration (inférieure à 1 µM),  ce sont de puissants inhibiteurs allostériques des rNDMAs. 
La sensibilité des rNMDAs aux ions Zn2+ dépend de la sous-unité GluN2 présente : les 
récepteurs GluN1/GluN2A notamment possèdent un site de très haute affinité pour le zinc 
(IC50 = 15 nM). Une publication récente de notre équipe (Nozaki et al., 2011) a révélé 
l'importance physiopathologique du site de liaison du zinc sur GluN2A grâce à l'étude d'une 
lignée de souris « knock-in » (KI) dont les rNMDAs sont insensibles au zinc dans la gamme 
submicromolaire. Ces souris sont atteintes d'une hyperalgie et d'une allodynie sévères dans 
des situations de douleur chronique. Le site de liaison du zinc sur GluN2A a été identifié à la 
fin des années 90 : il s'agit d'une poche localisée dans la crevasse interlobes du domaine N-
terminal (NTD) de GluN2A (Fig 2.3.1. ; Choi & Lipton, 1999 ; Fayyazuddin et al., 2000 ; 
Low et al., 2000 ; Paoletti et al., 2000). Les récepteurs GluN1/GluN2B sont également 
sensibles au zinc (IC50~1 µM ; Paoletti et al., 1997 ; Traynelis et al., 1998). Comme pour les 
récepteurs GluN1/GluN2A, cette modulation par le zinc fait intervenir le NTD de GluN2B 
(Rachline et al., 2005) Récemment, le NTD de la sous-unité GluN2B a été cristallisé en 
présence d'ions Zn2+, ce qui a permis d'identifier précisément le site de haute affinité pour le 
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zinc sur la sous-unité GluN2B (Fig 2.3.1. ; Karakas et al., 2009). La fixation du zinc sur ce 
site entrainerait alors la fermeture du NTD sur son ligand, déclenchant ainsi l'inhibition du 
récepteur, c'est-à-dire la fermeture du canal ionique (Paoletti et al., 2000). Par ailleurs, il a été 
montré que la liaison du zinc sur le NTD de GluN2A faisait entrer les récepteurs 
GluN1/GluN2A dans un état inactif présentant une affinité plus importante pour l’agoniste 
(Paoletti et al., 1997; Erreger & Traynelis, 2005), ce qui constitue une propriété fondamentale 
des états désensibilisés (Katz & Thesleff, 1957; Hall et al., 1993), bien  qu'il n'existe pas, chez 
les rNMDAs, de désensibilisation rapide telle qu'on l'observe chez les récepteurs AMPAs 
(rAMPAs).  
 
 
 
Figure 2.3.1. Les sites de liaison du zinc des récepteurs GluN1/GluN2A et GluN1/GluN2B se 
trouvent dans la crevasse interlobes des NTDs de GluN2 (Gauche) Modèle d’un rNMDA entier par 
homologie avec la structure du rAMPA-GluA2 (Sobolevsky et al., 2009), avec les NTDs de GluN1 en 
orange et ceux de GluN2 en rouge. (Droite) Sites de liaison du zinc : site de haute affinité pour 
GluN1/GluN2A, représenté avec un modèle par homologie (haut) et site de plus faible affinité pour 
GluN1/GLuN2B, représenté sur la structure cristallographique du dimère de NTDs GluN1/GluN2B 
(Karakas et al., 2009). Les résidus qui contrôlent la sensibilité au zinc sont représentés par des bâtons. 
D'après Paoletti, 2011. 
 
 
 Les mécanismes moléculaires permettant la transduction du signal, entre la fermeture 
du NTD suite à la liaison du zinc et la fermeture subséquente du canal dans la région 
transmembranaire n'ont été que partiellement élucidés. Ils mettent en jeu un couplage entre la 
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région la plus distale du récepteur (le NTD) où se trouve le site zinc et la machinerie de 
"gating" (domaine de liaison des agonistes (ABD) et domaine transmembranaire (TMD)), 
pourtant éloignés de plusieurs dizaines d'angströms. Connaitre et comprendre les 
changements conformationnels à la base de ce couplage reste un défi important. Des travaux 
réalisés précédemment dans l'équipe et couplant notamment des expériences fonctionnelles 
par électrophysiologie et des pontages entre cystéines introduites par mutagenèse, ont montré 
que la stabilité de l’interface de dimérisation des ABDs, qui contrôle la désensibilisation des 
rAMPAs et rKAs (Sun et al., 2002 ; Horning & Mayer, 2004 ; Armstrong et al., 2006 ; 
Plested & Mayer, 2009 ; Nayeem et al., 2011 ;  Rambhadran et al., 2010), contrôle aussi 
l’inhibition par le zinc des récepteurs GluN1/GluN2A (Gielen et al, 2008). Un modèle a donc 
été proposé pour décrire l'inhibition de haute affinité des rNMDAs par le zinc (Fig 2.3.2). Il 
repose sur une caractéristique essentielle des récepteurs-canaux du glutamate : l'arrangement 
et le fonctionnement en dimère de dimères, des NTDs d'une part, et des ABDs d'autre part. 
Ainsi, lorsque le zinc se lie au NTD de GluN2A, il en induit la fermeture, ce qui provoque un 
écartement des lobes inférieurs des NTDs du dimère "fonctionnel" GluN1/GluN2A. Ce 
mouvement exerce une tension sur les lobes supérieurs des ABDs, probablement via une 
contrainte des "linkers" NTD-ABD, aboutissant à la rupture de l'interface d'hétéro-
dimérisation des ABDs. Ces changements conformationnels provoquent à leur tour un 
relâchement de la tension exercée par les "linkers" ABD-TMD sur les segments 
transmembranaires et, par conséquent la fermeture de la porte du canal. L'inhibition par le 
zinc ferait donc passer les récepteurs GluN1/GluN2A dans une conformation similaire à celle 
des rAMPAs dans l'état désensibilisé (Gielen et al., 2008).  
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Figure 2.3.2. Modèle proposé pour l’inhibition allostérique des récepteurs GluN1/GluN2A par le 
zinc extracellulaire. Deux sous-unités, GluN1 et GluN2A, formant un dimère fonctionnel du rNMDA 
hétéromérique, sont représentées, ainsi que les changements conformationnels opérés dans le dimère 
entre l'état de repos, l'état activé (glutamate lié) et l'état de type "désensibilisé" (glutamate et zinc liés). 
D'après Gielen et al., 2008.  
 
 
 En dépit des informations structurales fournies par cette étude, la caractérisation de 
l'état conformationnel dans lequel se trouve un rNMDA inhibé par le zinc, est loin d'être 
aboutie. En effet, le modèle proposé par Gielen et al. (Fig 2.3.2) repose sur l'hypothèse forte 
d'une homologie structurale et fonctionnelle entre les rNMDAs et les rAMPAs. Cette 
homologie a conduit les auteurs à définir une interface essentielle dans les mécanismes 
d'inhibition des rNMDAs par le zinc. L'existence et la stabilité de cette interface, qui implique 
les lobes supérieurs des ABDs de GluN1 et GluN2A, n'ont cependant été étudiées que par des 
mesures indirectes sur des rNMDAs mutés. Quant à l'interface entre les lobes inférieurs, son 
existence n'a jamais été prouvée directement dans le cas des rNMDAs. En effet, dans le 
modèle proposé par Gielen et al. (Fig 2.3.2), le rapprochement des lobes inférieurs n'est basé 
que sur ce qui est connu des rAMPAs (Armstrong et al., 2006) De nouvelles données 
expérimentales sont donc nécessaires pour valider ou infirmer le modèle proposé.  
 
 Aucune donnée n'est donc disponible sur la formation éventuelle d'une interface entre 
les lobes inférieurs des ABDs  de GluN1 et GluN2A suite à la liaison du zinc sur le NTD de 
GluN2A et, le cas échéant, sur le rôle de cette interface dans les mécanismes d'inhibition des 
rNMDAs par le zinc. Or cette interface a été décrite pour les rAMPAs se trouvant dans l'état 
désensibilisé. Plus précisément, elle a été révélée par la structure cristallographique du 
rAMPA-GluA2-S729C, qui piège le récepteur dans un état désensibilisé (Armstrong et al., 
2006). La comparaison de cette structure avec celle du dimère "actif" non-désensibilisé 
GluA2-L483Y (Sun et al., 2002) a montré que, lors de la désensibilisation d'un rAMPA, 
l’écartement des lobes supérieurs des ABDs d'un dimère GluA2 (rupture d'une interface 
existante) s'accompagnait d'un rapprochement des lobes inférieurs (apparition d'une nouvelle 
interface) (Fig. 2.3.3.A). Cette nouvelle interface implique des résidus de l'hélice K d'un 
protomère et la boucle reliant les hélices F et G de l'autre (Fig. 2.3.3.B). Ces changements 
conformationnels, et la réorientation des sous-unités au sein du dimère qui en découle, 
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traduisent une déviation du dimère d'environ 12° par rapport à l'axe de symétrie, entre l'état 
activé et l'état désensibilisé du rAMPA.  
 
 
                                                                      
Figure 2.3.3.  Réarrangements structuraux des domaines de liaison des agonistes lors de la 
désensibilisation des récepteurs AMPAs. A- Superposition des structures cristallographiques des 
ABDs de GluA2-L483Y (gris) et de GluA2-S729C (couleurs), observés perpendiculairement à l'axe de 
symétrie d'ordre 2. B-  Interface de dimérisation des lobes inférieurs des ABDs de GluA2-S729C 
montrant les interactions entre l'hélice K du protomère A et la boucle reliant les hélices F et G du 
protomère B. D'après Armstrong et al., 2006. 
 
 
 Notre objectif est donc d'identifier et caractériser l'interface entre les lobes inférieurs 
des ABDs d'un rNMDA GluN1/GluN2A, et de tester l'hypothèse selon laquelle elle ne peut se 
former que dans certains états conformationnels du récepteur. En apportant des informations 
sur la dynamique conformationnelle des rNMDAs lors de l'inhibition par le zinc, cette étude 
nous permettra de préciser le mécanisme proposé par Gielen et al. (Gielen et al., 2008).  
L'idée est de piéger les récepteurs GluN1/GluN2A dans un état conformationnel particulier, 
en l'occurrence un état inhibé durant lequel le récepteur lie toujours les agonistes (état de type 
"désensibilisé"). Pour cela, nous avons choisi de tirer profit de certaines propriétés physico-
chimiques d'acides-aminés non-naturels (UAAs), qui sont capables de photo-ponter des 
résidus voisins lorsqu'ils sont éclairés par une lumière UV. Nous avons donc incorporé un 
UAA sur la sous-unité GluN1 ou la sous-unité GluN2, au niveau de l'interface éventuelle 
entre les lobes inférieurs des ABDs, et étudié les effets de l'illumination UV sur les propriétés 
d’activation du rNMDA.  
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2.3.2. Méthodes 
 
Biologie moléculaire  
Le plasmide pSVB.Yam, contenant le gène de l’ARNt-suppresseur amber dérivé du Tyr-
ARNtCUA de B.stearothermophilus, ainsi que les constructions des enzymes ARNt-synthétases 
(aaRS) spécifiques de l’AzF et du Bpa et dérivées de la synthétase TyrRS de E.coli, ont été 
décrits précédemment (Ye et al., 2008 ; Ye et al., 2009). Les plasmides permettant d’exprimer 
les sous-unités GluN1-1a (rat) et GluN2A (rat), de même que les stratégies liées à la 
mutagénèse et le séquençage ont été décrit précédemment (Paoletti et al., 1997 ; Gielen et al., 
2008). La numérotation utilisée pour les acides-aminés tient compte de la protéine entière y 
compris le peptide signal.    
 
Co-injections des plasmides et incubation des ovocytes 
Les rNMDAs recombinants sont exprimés à la surface des ovocytes de Xénope après co-
injection, dans le noyau, des ADNc (30-50 ng/µL) codant pour les sous-unités GluN1 et 
GluN2 (ratio 1:1, 10 ng/µL). Les ovocytes sont préparés et injectés comme décrit 
précédemment (Gielen et al., 2008). Dans le cas des expériences avec UAAs, les quatre 
ADNc, codant pour les sous-unités GluN1 et GluN2A, l’ARNt YAM et l’enzyme aaRS, sont 
coinjectés dans le noyau de l’ovocyte, aux concentrations respectives, en ng/µL (sauf mention 
contraire dans le texte) : 40, 40, 10, 5 pour aaRS = BpaRS et 40, 40, 5, 1 pour aaRS = AzFRS. 
Après injection, les ovcoytes sont incubés à 19°C dans une solution de Barth supplémentée 
avec de la gentamicine (50 ng/mL) et du D-APV (50 µM). L’AzF est dissout par sonication 
dans une solution de Barth (stock 10 mM) et dilué (2 mM) pour l’incubation des ovocytes. Le 
Bpa est dissout dans de l’eau bidistillée ddH2O (200 mM) en ajoutant une quantité 
équivalente (en mole) de NaOH. Il est ensuite dilué (1mM) pour l’incubation des ovocytes 
(Ye et al., 2013). 
 
Electrophysiologie 
Pour les enregistrements à potentiel imposé (TEVC), la solution externe standard contient (en 
mM) : 100 NaCl, 0.3 BaCl2, 5 HEPES et 2.5 KOH. Le pH est ajusté à 7.3 avec NaOH. Les 
courants NMDA sont induits par l’application simultanée de glutamate et de glycine à des 
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concentrations saturantes de 100 µM chacun. Un chélateur de métaux lourds, l’acide 
diéthylènetriamine-pentaacétique (DTPA ; 10 µM) est ajouté à toutes les solutions, exceptées 
celles contenant du zinc, afin d’éviter l’inhibition des récepteurs par le zinc contaminant 
(Gielen et al., 2008). Sauf mention contraire, les enregistrements sont réalisés au potentiel 
constant de -60 mV et à température ambiante. Les données sont recueillies et analysées par le 
logiciel pClamp 10 (Molecular Devices) puis traitées avec le logiciel Kaléidagraph 4.0. Les 
barres d’erreur représentent l’écart-type (S.D.) des valeurs moyennes des courants enregistrés.  
 
Inibition par le MK-801 
Les cinétiques d’inhibition par le composé MK-801 sont souvent étudiées afin d’évaluer la 
probabilité relative d’ouverture du canal ionique (P0) (Zhu et al., 2013). Le MK-801 (Ascent 
Scientific) est dissout dans l’eau bidistillée et des aliquots de 50 µM sont préparés. Ces stocks 
sont ensuite directement dilués, à une concentration de 10 nM, dans la solution externe 
standard contenant DTPA et agonistes. Les constantes de temps d’inhibition τon sont obtenues 
par régression mono-exponentielle des courbes de courants enregistrés durant l’application de 
MK-801, sur une fenêtre de temps couvrant les 10 à 90% d’inhibition maximale. Chaque τon 
est normalisé avec le τon moyen des récepteurs wild-type du jour.  
 
Sensibilité aux agonistes et aux modulateurs allostériques 
Les courbes doses-réponses de la glycine et du glutamate ont été réalisées comme décrit 
précédemment (Zhu et al., 2013). Les solutions de zinc sont préparées à partir de à 100 mM 
de ZnCl2 (dans 1% de HCl). La solution à 500 nM est obtenue par dissolution de cette solution 
stock dans la solution externe standard contenant les agonistes. 
 
Western-Blots 
La préparation des échantillons, l’électrophorèse en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE), le 
transfert semi-sec et l’immunoblotting, on été réalisés comme décrit précédemment (Mony et 
al., 2011). Les anticorps anti-GluN1 (1 :1000, souris monoclonal MAB1586 clone R1JHL ; 
Millipore) et anti-GluN2A (1 :500 ; rat monoclonal A12W ; Millipore)  ainsi que les anticorps 
secondaires (de chèvre, anti-souris ou anti-rat) conjugués à la peroxydase (1 :20000, Jackson 
ImmunoResearch), ont été utilisés pour tous les western-blots.  
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Modèles par homologie 
Les modèles 3D ont été réalisés à l’aide du programme Accelrys Discovery Studio 3.0 et les 
illustrations représentant structures cristallographiques et modèles ont été obtenues grâce au 
logiciel PyMol. Le modèle du dimère d’ABDs d’un récepteur NMDA GluN1/GluN2A dans 
une conformation de type désensibilisé a été construit à partir de la structure 
cristallographique d’un dimère d’ABDs d’AMPA-GluA2 (PDB 2I3V ; Armstrong et al., 
2006).  
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2.3.3. Résultats 
 
 
2.3.3.1. Modélisation par homologie d'un dimère d'ABDs GluN1/GluN2A dans une 
conformation "type désensibilisé" 
 
Etant données les analogies structurales et fonctionnelles décrites entre les rAMPAs 
désensibilisés et les rNMDAs inhibés par le zinc (Gielen et al., 2008), nous avons émis 
l'hypothèse selon laquelle les changements conformationnels subis par les lobes inférieurs des 
ABDs d'un rAMPA désensibilisé étaient retrouvés dans un rNMDA inhibé "zinc-lié". La 
première étape de notre travail a donc été la construction d'un modèle par homologie du 
dimère d'ABDs de GluN1/GluN2A (Fig. 2.3.4.B), à partir de la structure cristallographique du 
rAMPA-GluA2-S729C en complexe avec le glutamate (pdb 2I3V, Armstrong et al., 2006). La 
comparaison de ce modèle de l'état inhibé "glutamate-lié et zinc-lié", "type désensibilisé"  de 
GluN1/GluN2A, avec la structure cristallographique du dimère d'ABDs GluN1/GluN2A dans 
l'état activé "glutamate-lié" (Fig. 2.3.4.A), permet d'identifier des positions critiques 
auxquelles il serait intéressant d'introduire un UAA photo-réactif. Ces positions correspondent 
à des acides-aminés susceptibles d'interagir avec des résidus de la sous-unité voisine, dans le 
modèle "type désensibilisé" uniquement, et qui appartiendrait donc à une nouvelle interface 
entre les lobes inférieurs des ABDs de GluN1 et GluN2A.  
 
Nous nous sommes particulièrement intéressés à l'hélice K de GluN1 et à la boucle 
reliant les hélices F et G de GluN2A, deux régions des ABDs qui viennent former une 
nouvelle interface dans l'état inhibé "type-désensibilisé" (Fig.2.3.4.B et C). Dans la sous-unité 
GluN2A, cette boucle reliant les hélices F et G est plus courte que dans GluA2, il est donc 
probable que certaines interactions qui caractérisent cette interface dans le rAMPA ne soient 
pas conservées dans les rNMDAs. En revanche, dans les rAMPAs comme dans les rNDMAs, 
de nombreux résidus polaires se font face au niveau des lobes inférieurs des ABDs et sont 
donc susceptibles de stabiliser l'interface entre lobes inférieurs des ABDs par des liaisons 
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hydrogènes et/ou électrostatiques. Nous avons finalement choisi de muter deux résidus sur 
GluN1 (E786, K790) et cinq résidus sur GluN2A (N696, N697, Y698, P699 et Y700). 
  
 
 
 
Figure 2.3.4. Le modèle par homologie d'un hétérodimère d'ABDs dans un état "type 
désensibilisé" met en évidence une nouvelle interface entre les lobes inférieurs ds ABDs de 
GluN1 et GluN2A. A- Dimère d'ABDs GluN1 (bleue)/GluN2A (rose) représenté dans l'état activé du 
récepteur (structure cristallographique, pdb 2A5T). B- Modèle du dimère d'ABDs d'un rNMDA 
GluN1/GluN2A dans l'état "type désensibilisé" réalisé à partir de la structure cristallographique du 
dimère d'ABDs de GluA2-S729C piégé dans un état désensibilisé (PDB : 2I3V; Armstrong et al, 
2006). C- Interface entre les lobes inférieurs de GluN1 et GluN2A telle qu'elle est définie dans le 
modèle. Les résidus présents à l'interface sont représentés par des sticks, roses pâles pour les résidus 
de GluN2A et violets pour ceux de GluN1.  
 
 
2.3.3.2. Incorporation d'acides-aminés non-naturels photo-réactifs dans la région 
identifiée comme interface potentielle entre lobes inférieurs des ABDs. 
 
Les résidus que nous avons choisi de muter, de part leur position à l'interface entre les lobes 
inférieurs des ABDs GluN1 et GluN2A dans notre modèle, sont de bons candidats pour un 
photo-pontage inter-sous-unités. Suivant l'approche développée dans notre précédent travail 
d'expansion du code génétique dans les ovocytes de Xenopus laevis (Fig. 2.3.5 et voir 
Résultats 2.1 ; Ye et al, 2013), nous avons introduit, par mutagenèse dirigée, le codon stop 
ambre (TAG) à l'une des positions choisies de GluN1 ou GluN2A, à la place du triplet codant. 
Nous avons ensuite co-injecté les ADNc codant pour l'ARNt suppresseur (YAM) et 
l'aminoacyl-ARNt synthétase (RS) (paires Yam/AzF-RS ou Yam/Bpa-RS) ainsi que les sous-
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unités GluN1 de type sauvage (GluN1wt) et GluN2A mutante (ou l'inverse). Les ovocytes 
sont ensuite incubés en présence de l’UAA (AzF ou Bpa) pendant vingt-quatre heures ou plus. 
Un à deux jours après l’injection, les courants engendrés par ces récepteurs sont mesurés en 
utilisant la technique du TEVC (mesure de courant en potentiel imposé à deux électrodes). 
Des courants ont pu être enregistrés pour tous les mutants testés hormis les récepteurs GluN1-
K790AzF/GluN2Awt et GluN1-K790Bpa/GluN2Awt qui sont non fonctionnels. 
 
 
 
 
Figure 2.3.5. Incorporation d'un acide-aminé non-naturel, photo-activable et encodé 
génétiquement, dans un récepteur NMDA GluN1/GluN2A, au niveau des lobes inférieurs des 
ABDs. Gauche : Représentation schématique de l'injection du matériel génétique dans un ovocyte de 
Xénope : les quatre plasmides encodant, ici, la sous-unité GluN1wt, le mutant GluN2A-amb, l'ARNt 
suppresseur (Yam), et l'enzyme aminoacyl-ARNt synthétase (RS) sont co-injectés dans le noyau des 
ovocytes. Milieu : Un rNMDA modélisé à partir de la structure cristallographique de GluA2 (PDB 
3KG2, Sobolevsky et al., 2009) vu perpendiculairement à l'axe de symétrie d'ordre 2. Droite : Modèle 
d'un hétérodimère d'ABDs GluN1/GluN2A d'un rNMDA dans l'état "type-désensibilisé". Une des 
positions à laquelle l'AzF a été incorporé est représentée par une sphère jaune. Sous l'effet de 
l'irradiation, la fonction azide de l'AzF génère un bi-radical qui peut réagir de façon covalente avec un 
résidu voisin. 
 
 
 Nous avons alors soumis les ovocytes à une exposition aux UVs (365 nm ; durée de 
trois minutes). Notre objectif étant de figer les récepteurs GluN1/GluN2A dans un état 
conformationnel particulier, nous avons appliqué l'UV en présence des agonistes seuls ou 
avec du zinc (à 500 nM d'ions Zn2+ libres). Cela nous a permis d'évaluer les effets de l'UV 
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dans deux états du récepteur : état actif ou état inhibé par le zinc. Concernant les mutants AzF 
(Fig. 2.3.6.A), on observe une inhibition significative des courants pour les récepteurs 
GluN1wt/GluN2A-N697AzF, Y698AzF et Y700AzF lorsque l'UV est appliqué en présence 
d'agonistes et de zinc. Cependant, seuls les récepteurs GluN1wt/GluN2A-N697AzF 
(IUV/I0=0.94±0.1 (-Zn) vs IUV/I0=0.57±0.07 (+Zn), p<0.001) et GluN1wt/N2AY700AzF 
(IUV/I0=1±0.13 (-Zn) vs IUV/I0=0.79±0.03 (+Zn) ; p<0.01) sont spécifiquement photo-inhibés 
dans l'état "zinc-lié". Les effets de l'exposition UV sur les mutants ayant incorporé le Bpa sont 
plus contrastés. Si on observe, pour la plupart des mutants, une inhibition des courants induite 
par l'UV en présence de zinc uniquement, celle-ci est faible puisqu'elle est comprise entre 
11% pour GluN2A-N696Bpa et 25 % pour GluN2A-N697Bpa (Fig. 2.3.6.B).  
 
 
 
 
Figure 2.3.6.  Effets de l'application d'UVs sur l'amplitude des courants portés par les 
récepteurs mutants, ayant incorporé un AzF ou un Bpa sur l'une de leurs sous-unités. 
Diagrammes représentant le rapport des amplitudes de courant mesurés après (IUV) et avant (I0)  
traitement UV pour les récepteurs ayant incorporé un AzF (A) ou un Bpa (B) dans l'une de leurs sous-
unités. L'UV est appliqué en absence (gris clair) ou présence (gris foncé) de zinc. Test de Student : 
*p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001. 
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 Bien que les effets de l'application d'UVs sur la plupart des récepteurs soient limités, la 
tendance que l'on observe, que ce soit pour les récepteurs ayant incorporé l'AzF ou le Bpa, est 
celle d'une photo-inactivation partielle des rNMDAs mutés lorsque ceux-ci se trouvent dans 
un état inhibé "zinc-lié". Parmi les six mutants testés, un seul se démarque : il s'agit du 
récepteur GluN1wt/GluN2A-N697amb, avec en particulier une photo-inhibition significative 
et spécifique de GluN1wt/GluN2A-N697AzF en présence de zinc. Nous avons donc choisi 
d'étudier plus en détail ce récepteur et caractériser la photo-inactivation observée. 
 
 
 
2.3.3.3. Caractérisation de la photo-inactivation du récepteur GluN1wt/GluN2A-
N697AzF. 
 
En présence de zinc, l'inhibition des courants portés par les récepteurs GluN1wt/GluN2A-
N697AzF  (notés "récepteurs N2A-N697AzF" dans la suite ; Fig. 2.3.7.A) induite par 
l'application de l'UV est de l'ordre de 50%. Le fait que la photo-inactivation ne soit que 
partielle peut être dû à : (1) de la ‘fuite’ lors de la traduction de la protéine, avec 
l'incorporation d'une tyrosine endogène, au lieu de l'AzF, à la lecture du codon-stop ambre, 
(2) un effet partiel de l'UV sur l'AzF  ou (3) 100% de récepteurs modifiés mais piégés dans un 
état d’activité plus faible (mais non nulle). 
 
L'incorporation de l'UAA à la position GluN2A-N697 est efficace 
Pour tenter de répondre à cette question, nous avons mené une série d'expériences 
électrophysiologiques. Tout d'abord, après avoir injecté l'ensemble des ADNc dans des 
ovocytes de Xénope, nous avons comparé le niveau d'expression de ces ovocytes selon leur 
milieu d'incubation. Lorsque les ovocytes étaient incubés avec l'AzF (2 mM), des courants de 
plusieurs centaines de nA à plusieurs µA étaient détectés, un à deux jours après l'injection, le 
taux d'expression avoisinant les 95% (Fig. 2.3.7.B). A contrario, la grande majorité des 
ovocytes conservés dans un milieu dépourvu d'AzF ne génère pas ou peu de courant 
(inférieurs à 30 nA ; présence de quelques "outliers" toutefois) (Fig. 2.3.7.B).  
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Figure 2.3.7. Les récepteurs ayant incorporé l'AzF sont correctement exprimés à la surface des 
ovocytes. A- Interface entre l'hélice K de GluN1 (bleue) et la boucle de GluN2A (rose) comprises 
entre les hélice F et G, dans le modèle du dimère d'ABDs d'un rNMDA "type désensibilisé". Le résidu 
GluN2A-N697 est représenté par des sphères. B- Graphique représentant point par point les 
amplitudes des courants traversant les récepteurs GluN1wt/GluN2A-N697amb, incubés en présence 
(gauche) ou en absence (droite) d'AzF dans le milieu. Pour chacune des conditions 12 ovocytes ont été 
testés. Les courants inférieurs à 0.01 µA ont été arbitrairement placés à 0.01 µA. 
  
 
 Cela démontre l’efficacité du tandem YAM/AzF-RS pour reconnaitre le codon stop 
et permettre l'incorporation d’AzF dans la chaine protéique en cours de synthèse. Ainsi, les 
récepteurs ayant incorporé un UAA (ici l'AzF) en position GluN2A-N697 sont correctement 
exprimés à la surface des ovocytes et restent fonctionnels. Inversement, les récepteurs n'ayant 
pas incorporé l'AzF ne participent pas (ou très peu) aux courants mesurés et ne sont donc pas 
à l'origine des 50% de courant restant après illumination. 
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L'inhibition de GluN1wt/GluN2A-N697AzF est due à la photo-réactivité de l'AzF. 
Afin de s'assurer que l'AzF était bien responsable de l'inhibition des courants portés par les 
récepteurs N2A-N697AzF, après application d'UVs, nous avons comparé cette inhibition avec 
les effets observés dans le cas de rNMDAs de type sauvage (Fig. 2.3.8-A et B). Rappelons 
que, après application d'UVs en présence d'agonistes et de zinc, l’amplitude des courants 
mesurés est significativement réduite, puisqu'elle se représente plus que 57 % de l'amplitude 
initiale. Les récepteurs de type sauvage, quant à eux, ne sont pas affectés par l’exposition aux 
UVs (IUV/I0 = 1.01 ± 0.07, n=4). Ce résultat confirme le rôle de l'AzF dans la photo-
inactivation des récepteurs N2A-N697AzF et prouve également que le traitement UV 
n’endommage pas les ovocytes ni n’affecte les fonctions de base du récepteur. Enfin, nous 
avons montré que la photo-inactivation de N2A-N697AzF, en présence de zinc, était  
irréversible ( I5’/IUV = 1.008  ±  0.01 avec I5’ intensité du courant 5’ après fin de l’exposition 
UV) (Fig. 2.3.8.C), comme cela est attendu si l'inhibition passe par la formation d'une liaison 
covalente c'est-à-dire par le photo-pontage de l'AzF avec un résidu voisin. 
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Figure 2.3.8. La photo-inhibition est spécifique du récepteur GluN1wt/GluN2A-N697AzF. A- 
Diagramme représentant le rapport des amplitudes de courant mesurées après (IUV) et avant (I0) 
traitement UV pour les rNMDAs de type sauvage (bleu) et les récepteurs N2A-N697AzF (rouge). test 
de Student : *** : p<0.001. B- Traces représentant les courants mesurés en présence d'agonistes  
(glutamate et glycine, 100 µM) et de zinc (0.5 µM) et montrant l'effet de l'application d'UV sur les 
rNMDAs de type sauvage (bleu) et les récepteurs N2A-N697AzF (rouge). C- Trace représentant 
l'amplitude du courant traversant les récepteurs N2A-N697AzF avant et après exposition aux UVs, à 
divers intervalles de temps : 0", 30" et 5'. 
 
 
La photo-inactivation du récepteur est dépendante de l'état conformationnel du récepteur 
Nous avons montré précédemment que (1) les courants mesurés proviennent (quasi) 
exclusivement de récepteurs ayant incorporé d'AzF à la position GluN2A-N697 ; (2) le 
récepteur N2A-N697AzF est partiellement photo-inactivé lorsque l'UV est appliqué en 
présence de zinc ; (3) cet effet est directement lié à la présence de l'AzF ; (4) la photo-
inactivation en présence de zinc est irréversible, argument en faveur d'un photo-pontage 
(covalent) entre l'AzF et un résidu à proximité. Afin de confirmer que la photo-inactivation de 
N2A-N697AzF ne pouvait avoir lieu que dans un état conformationnel donné du récepteur, 
nous avons réitéré l'expérience du 2.3.3.2 avec un grand nombre d'ovocytes. Ainsi, lorsque 
l'UV est appliqué en présence des seuls agonistes (sans zinc), seulement deux des dix-huit 
ovocytes testés sont inhibés de plus de 15%. Les récepteurs N2A-N697AzF ne sont donc pas 
affectés par le traitement UV lorsqu'ils se trouvent dans un état actif ("agonistes-liés"). A 
contrario, lorsque l'UV est appliqué en présence de zinc, l'inhibition des courants est 
systématique et est comprise entre 30 et 60% (Fig. 2.3.9).  
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Figure 2.3.9. La photo-inhibition du récepteur GluN1wt/GluN2A-N697AzF n'a lieu qu'en 
présence de zinc. A- Traces représentant les courants portés par les récepteurs N2A-N697AzF, 
pendant une exposition de 5' à la lumière UV, en présence d'agonistes (vert clair) ou d'agonistes et de 
zinc (vert foncé). B - Graphique représentant point par point les courants relatifs IUV/I0,  IUV étant  
mesuré après 5' d'exposition aux UVs pour les récepteurs N2A-N697AzF. L'UV est appliqué en 
absence  (vert clair) ou en présence de zinc (vert foncé). 
 
 
 Ces différents résultats confirment la photo-inactivation des récepteurs N2A-
N697AzF et montrent qu'elle est liée au pontage entre l'AzF (à la position N697) et un résidu 
proche, et ce, seulement lorsque le récepteur est dans un état inhibé "zinc-lié". 
 
 
 
2.3.3.4. Propriétés fonctionnelles du récepteur GluN1wt/GluN2A-N697AzF photo-
inactivé. 
 
Après avoir décrit la photo-inactivation des récepteurs N2A-N697AzF et sa spécificité, nous 
avons entrepris de caractériser ce récepteur photo-inactivé d'un point de vue fonctionnel.  
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Probabilité d'ouverture des récepteurs photo-inactivés 
Dans un premier temps, nous avons estimé la probabilité maximale d'ouverture du canal 
ionique des  récepteurs N2A-N697AzF photo-inactivés en mesurant les cinétiques d'inhibition 
par le MK-801, un bloqueur du pore des rNMDAs (Fig. 2.3.10. A et B). Ce composé ne se 
fixant sur le récepteur que lorsque le canal ionique est ouvert, la vitesse à laquelle il inhibe les 
courants est directement liée à la probabilité d'ouverture du canal. Cette approche est 
classiquement utilisée pour estimer la probabilité d'ouverture des canaux des rNMDAs (voir 
Gielen et al., 2009). L'incorporation de l'AzF à la position N697 se traduit, avant tout 
traitement à la lumière UV, par une baisse de la probabilité d'ouverture du récepteur (τon= 
1.71±0.13, avec τon= τAzF / τwt, constante de temps relative d'inhibition ; Fig. 2.3.10.A). 
L'encombrement important de l'AzF par rapport au résidu endogène, une asparagine, pourrait 
expliquer cette modification initiale de la probabilité d'ouverture. De façon surprenante, 
l'exposition aux UVs, en présence de zinc, des récepteurs mutants N2A-N697AzF, n'altère pas 
les cinétiques d'inhibition par le MK801 (τon=1.65±0.1 ; Fig. 2.3.10.A et B).  
 
 
Figure 2.3.10. Les récepteurs GluN1wt/GluN2A-N697AzF photo-inactivés ont une probabilité 
maximale d'ouverture du canal significativement réduite. A et C- Diagramme représentant la 
constante de temps relative d'inhibition par le MK801 pour les récepteurs de type sauvage et les 
récepteurs N2A-N697AzF, avant (gris clair) ou après traitement UV en présence de zinc (gris foncé). 
Ces valeurs relatives représentent le rapport de la constante de temps d'inhibition du mutant sur celle 
du récepteur de type sauvage. En (C), Une loi double exponentielle I=F(t)=A1e-t/τ1+A2e-t/τ2+C a été 
utilisée pour "fitter" la courbe d'inhibition dans le cas de GluN1wt/GluN2A-N697AzF après 
exposition aux UVs, en présence de zinc. Elle permet d'obtenir une constante "lente" et une constante 
"rapide" représentées par les deux dernières barres du diagramme. B- Traces représentant les courants 
enregistrés en présence de MK801 (10 nM), pour le récepteur de type sauvage (bleu) et le récepteur 
N2A-N697AzF (rouge). Test de Student : *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001 et n.s. non significatif. 
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 Une explication plausible à cette absence d'effets visibles du traitement UV sur la 
probabilité des récepteurs serait que les récepteurs inactivés soient rendus totalement 
silencieux. Ils ne participeraient pas au courant total enregistré et ne seraient donc pas inhibés 
par le bloqueur du pore MK801. Ainsi, les cinétiques d'inhibition observées seraient celles des 
récepteurs mutants non modifiés par le traitement UV, et donc identiques aux valeurs 
mesurées pour les récepteurs dans la condition contrôle (sans exposition aux UVs).  Dans 
cette hypothèse, la photo-inhibition seulement partielle des récepteurs serait due au fait que 
l'application d'UVs n'affecte le fonctionnement normal que d’une fraction (environ 50 %) des 
récepteurs N2A-N697AzF.  
 
 Cependant, une observation a attiré notre attention. En effet, le "fit" des courbes 
d'inhibition par le MK801, avec une seule exponentielle, est mauvais, dans le cas des 
récepteurs N2A-N697AzF ayant été exposés aux UVs (Fig 2.3.10.B). Ce phénomène peut être 
dû à l'existence d'une double population à la membrane plasmique. Nous avons donc procédé 
à une deuxième analyse des courbes avec cette fois-ci un "fit" à deux exponentielles (Fig. 
2.3.10.C). Comme attendu, la régression est bien meilleure et plus pertinente. Elle met en 
évidence deux constantes de temps d'inhibition distinctes et bien réparties (chacune d'entre 
elle caractérise environ 50 % de la portion de courbe "fittée"). La constante de temps relative 
dite "lente"( τon=3.8 ± 0.76)  est trois fois plus grande que la constante dite "rapide" (τon=1.22 
± 0.15), dont la valeur est comprise entre celle des récepteurs de type sauvage et celle des 
récepteurs N2A-N697AzF avant traitement UV. Cette constante "rapide" correspond 
probablement à des récepteurs N2A-N697AzF non affectés par l'application d'UVs. La 
constante "lente", quant à elle, caractérise une population dont la probabilité maximale 
d'ouverture du canal est significativement réduite (mais pas abolie). Cette discrimination entre 
deux populations suggère que, après exposition aux UVs, la moitié des récepteurs N2A-
N697AzF ont subi un photo-pontage et que la probabilité maximale d'ouverture de ces 
récepteurs photo-pontés est significativement réduite. 
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Affinité des récepteurs photo-inactivés pour les agonistes 
 
L'affinité pour les agonistes est une autre propriété importante que nous avons souhaité 
déterminer dans le cas des récepteurs N2A-N697AzF photo-inactivés. Dans ce but, nous 
avons réalisé, après une exposition de trois minutes aux UVs, un dosage du glutamate et de la 
glycine permettant d'activer les récepteurs N2A-N697AzF.  
 
 L'affinité pour la glycine, co-agoniste des rNMDAs se fixant sur la sous-unité 
GluN1, n'est pas affectée par l'incorporation de l'AzF dans la séquence protéique de GluN2A 
(avant traitement UV, pour N2A-N697AzF et N2Awt respectivement : EC50=2.15 µM, 
nH=1.17 et EC50=2.16 µM, nH=2.3 ; Fig. 2.3.11.A). De même, l'application d'UVs sur les 
ovocytes, en présence de zinc, ne modifie pas l'affinité pour la glycine des récepteurs 
GluN2A-N697AzF photo-inactivés (EC50=2.23 µM,  nH=1.57 ; Fig. 2.3.11.A). A conditions 
saturantes en glutamate, le co-agoniste glycine active donc de la même façon les rNMDAs de 
type sauvage et les récepteurs N2A-N697AZF photo-pontés (en supposant que ces derniers 
soient toujours actifs et participent au courant total mesuré après exposition aux UVs). 
 
 
 
 
Figure 2.3.11. La photo-inactivation des récepteurs GluN1wt/GluN2A-N697AzF augmente leur 
affinité pour le glutamate. Doses- réponses (A) à la glycine, en présence de 100 µM de glutamate, et 
(B) au glutamate en présence de 100 µM de glycine ; pour N1wt/N2Awt (carrés) et N1wt/N2A-
N697AzF avant traitement UV (cercles vides) et après traitement UV (cercles pleins) 
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 Concernant l'affinité des récepteurs N2A-N697AzF pour le glutamate, avant 
traitement UV, on observe un déplacement de l'EC50 du glutamate vers des valeurs plus 
élevées que celles d'un rNMDA de type sauvage (avant traitement UV, pour N2A-N697AzF 
et N2Awt respectivement : EC50=21.2 µM, nH=1.22 et EC50 = 3.87 µM; nH=1.53 ; Fig. 
2.3.11.B). La présence de l'AzF à la position N697 sur GluN2A diminue donc l'affinité du 
rNMDA pour la glutamate, ce qui confirme la "gêne" crée par l'AzF comme déjà suggérée par 
l’observation de la baisse de la probabilité d'ouverture associée à l’introduction de l’UAA (ref 
à la figure 2.3.10C). Par ailleurs, après application d'UVs, en présence de zinc, les récepteurs 
N2A-N697AzF sont beaucoup plus sensibles au glutamate qu'avant traitement. En effet, la 
valeur de l'EC50 pour les récepteurs exposés aux UVs est proche de celle d'un rNMDA de type 
sauvage (EC50=6.17, nH=1.06 ; Fig. 2.3.11.B). 
 
 L’ensemble de ces résultats (cinétiques MK801 et sensibilité aux agonistes) 
confirme qu'une partie significative (~50 %) des récepteurs N2A-N697AzF est photo-pontée 
et que ce pontage affecte les propriétés biophysiques des récepteurs. Ainsi, nous avons mis en 
évidence que, après photo-pontage en présence de zinc : (1) la probabilité d'ouverture du 
canal ionique des rNMDAs GluN1wt/GluN2A-N697AzF était réduite et (2) leur affinité pour 
l'agoniste glutamate était augmentée. Ces deux propriétés sont caractéristiques des états 
désensibilisés. Nous sommes donc parvenus par photo-pontage à piéger un rNMDA dans un 
état inhibé "zinc-lié" de type désensibilisé. 
 
 
 
2.3.3.5. Pontage inter-sous-unités du récepteur GluN1wt/GluN2A-N697AzF photo-
inactivé. 
 
Dès lors que nous avons obtenu les preuves d'un photo-pontage impliquant l'AzF incorporé au 
niveau du lobe inférieur de la sous-unité GluN2A, nous avons voulu savoir quelle autre région 
du récepteur était impliquée dans ce photo-pontage. En effet, le nitrène, obtenu après 
excitation du groupe azide de l'AzF, peut interagir de façon covalente, soit avec un résidu de 
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GluN2A (pontage intra-sous-unité), soit avec un résidu de la sous-unité GluN1 voisine 
(pontage inter-sous-unité). Afin de déterminer la nature de cette interaction, nous avons 
réalisé des western-blots sur des homogénats d’ovocytes de Xénope exprimant les récepteurs 
N2A-N697AzF ou N2A-N697Bpa (Fig. 2.3.12). Les signaux de forte intensité correspondant 
aux monomères GluN1 et GluN2A confirment la très bonne expression des sous-unités 
GluN1wt et GluN2A-N697AzF ou GluN2A-N697Bpa. Par ailleurs, on détecte une bande de 
haut poids moléculaire, avec l'anticorps anti-GluN1 et anti-GluN2A. Cette bande, située à ~ 
300 kDa, peut donc être attribuée à un hétérodimère GluN1/GluN2A. Elle est présente 
uniquement dans le cas de récepteurs N2A-N697AzF pré-exposés aux UVs en présence de 
zinc(flèches bleues, Fig. 2.3.12). Néanmoins, l'intensité de cette bande d'hétérodimère est très 
faible et il conviendra donc de répéter ce western-blot afin de l'obtenir avec une plus grande 
présision (voir Discussion 2.3.4.1). La mise en évidence par biochimie de la formation d'un 
hétérodimère GluN1/GluN2A-N697AzF après traitement UVs confirme une nouvelle fois le 
photo-pontage du récepteur mutant et en révèle la nature : l'AzF photo-réactif interagit avec 
un résidu de la sous-unité voisine GluN1. 
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Figure 2.3.12. Formation d’hétérodimères GluN1-GluN2A après traitement UV (en présence de 
zinc) des récepteurs GluN1wt/GluN2A-N697AzF. A- Immunoblots d'ovocytes de Xénope exprimant 
soit le récepteur de type sauvage, soit les mutants GluN2A-N697AzF ou GluN2A-N697Bpa. Les 
mutants sont préalablement exposés ou non aux UVs, en présence ou en absence de zinc. Les bandes 
correspondant aux monomères GluN1 (M1, ~130 kDa) et GluN2A (M2, ~180 kDa) et à 
l’hétérodimère (D1/2, ~310 kDa) sont indiquées par des flèches noires. Les bandes d'hétérodimères 
sont également désignées directement par des flèches bleues.  
 
 
 En conclusion, nous avons réussi à piéger un rNMDA dans un état inhibé "zinc-lié" de 
type désensibilisé en mobilisant les lobes inférieurs de GluN1 et GluN2A par photo-pontage. 
D'après notre modèle, en effet, c'est avec un résidu du lobe inférieur de GluN1 que l'AzF a la 
plus grande probabilité d'interagir (Fig. 2.3.13.A). Pour améliorer la prédiction, nous avons 
substitué, dans notre modèle, l'aspargagine N697 par une tyrosine, l’acide aminé naturel le 
plus proche en structure de l’AzF. D'après les distances mesurées, entre l’oxygène de la 
chaîne latérale de la tyrosine et le carbone γ des résidus de l'hélice K de GluN1 (voir Sato et 
al., 2011 pour le choix du Cγ), les résidus de GluN1 les plus susceptibles d'interagir avec 
l'AzF à la position N697 sont E786 (dCγ-O=6.3 Å) et K790 (dCγ-O=4.5 Å). Nous avons tenté de 
savoir si l'un des deux était le partenaire d'interaction de l'AzF par une approche de 
mutagenèse classique couplée à de l’électrophysiologie. Notre hypothèse est que raccourcir la 
chaîne latérale du partenaire  (par exemple en le remplaçant par une alanine) l'empêchera 
d'interagir avec l'AzF. En éliminant ce photo-pontage, nous espérons supprimer l'inhibition 
observée après l'application d'UVs sur les ovocytes.  
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Figure 2.3.13. Résidus de GluN1 susceptibles d'être photo-pontés par l'AzF introduit en position 
GluN2A-697 . A-  l'hélice K du lobe inférieur de l'ABD Interface entre l'hélice K du lobe inférieur de 
GluN1 (bleue) et la boucle de GluN2A (rose) comprises entre les hélice F et G, dans le modèle du 
dimère d'ABDs d'un rNMDA "type désensibilisé". Le résidu GluN2A-N697 a été substitué par une 
tyrosine (jaune) qui est représentée par des sphères. Les distances mesurées entre l’oxygène de la 
tyrosine et les Cγ des résidus de GluN1 voisins (violet) sont indiquées (pointillés). B-Diagramme 
représentant le rapport des amplitudes de courant mesurés avant (I0) et après et traitement UV en 
présence de zinc (IUV) pour les rNMDAs GluN1wt/GluN2A-N697AzF, GluN1-E786A/GluN2A-
N697AzF et GluN1-K790A/GluN2A-N697AzF. 
 
 
 Nous avons donc comparé l'effet d'une exposition de trois minutes aux UVs, en 
présence de zinc, sur l'amplitude des courants portés par les récepteurs (Fig. 2.3.13.B). 
D'après nos observations, les récepteurs porteurs de cette mutation alanine sur GluN1, à l'une 
ou l'autre des positions, E786 ou D790, sont toujours photo-inhibés (les valeurs respectives de 
IUV/I0 sont : 0.57±0.07 ; 0.64±0.1 et 0.55±0.02). A ce stade, nous ne pouvons pas conclure sur 
le rôle des résidus GluN1-E786 et GluN1-K790 dans le photo-pontage avec l'AzF697, tout du 
moins, cette méthode ne nous aura pas permis, pour l'instant, de déterminer le partenaire 
d'interaction de l'UAA introduit en position 697 sur la sous-unité GluN2A.  
 
 
 
2.3.3.6. Le récepteur GluN1wt/GluN2A-N697AzF est aussi photo-inactivé dans des 
conditions de pH acide. 
 
En dernier lieu, nous avons voulu confirmer l'importance de l'état conformationnel du 
récepteur N2A-N697AzF dans le photo-pontage entre les sous-unités GluN1 et GluN2A. Des 
travaux antérieurs ont montré qu'il existait une corrélation entre la modulation allostérique 
négative par le zinc et l'action inhibitrice des protons (voir Fig. 2.15 de l’Introduction 2.2.5.3 ; 
Choi & Lipton, 1999 ; Low et al., 2000 ; Gielen et al., 2008). Nous avons donc exposé les 
ovocytes aux UVs, en absence d’agonistes et de zinc, mais à un pH plus acide que le pH 
physiologique (pH = 6.3 vs pH = 7.3 dans les conditions normales). Le traitement UV 
effectué dans ces conditions entraine des effets variables sur les courants portés par les 
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récepteurs N2A-N697AzF (Fig. 2.3.14). On observe notamment une inhibition des courants 
après UV même lorsque celui-ci est appliqué à pH 7.3, et sans agoniste ni zinc (IUV/I0 ~ 
0.71±0.09). Il n'est pas impossible que certains récepteurs GluN1wt/GluN2A-N697AzF 
puissent être photo-pontés dans l'état de repos. Malgré tout, on observe une photo-inhibition 
plus marquée, (IUV/I0 ~ 0.49 ±0.15) lorsque l'UV est appliqué à pH acide (pH = 6.3) et 
similaire à celle observée à pH physiologique mais en présence de zinc. Ce résultat apporte un 
argument supplémentaire en faveur d'une photo-inactivation spécifique de l'état 
conformationnel, ici de type "proton-lié désensibilisé", dans lequel se trouve le récepteur.  
 
 
 
 
 
 
Figure 2.3.14.  L'application d'UVs dans des conditions de pH acide photo-inactive les 
récepteurs GluN1wt/GluN2A-N697AzF. Graphique représentant point par point les courants relatifs 
IUV/I0, IUV étant  mesuré après 5' d'exposition aux UVs. L'UV est appliqué soit à pH 7.3 (gauche) soit à 
pH 6.3 (droite) sur les récepteurs de type sauvage (bleu) ou mutant (rouge).  
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2.3.4. Discussion  
 
 
2.3.4.1. Conclusions de l'étude 
 
 
En combinant mutagenèse dirigée par expansion du code génétique, électrophysiologie et 
biochimie, nous avons confirmé que les ABDs de GluN1 et GluN2A subissaient, lors de 
l'inhibition des rNMDAs par le zinc extracellulaire, des changements conformationnels 
substantiels. Nous montrons également que la photo-réactivité conférée par l’UAA AzF 
permet de piéger une conformation particulière du récepteur impliquant une interface 
hétérodimèrique, très probablement entre les lobes inférieurs de l’ABD de GluN1 et celui de 
GluN2A. Notre étude a confirmé le potentiel de l'approche par expansion du code génétique, 
qui permet d'incorporer à n'importe quel site du rNMDA, un UAA capable de photo-pontage. 
La formation de cette liaison covalente permet à la fois de piéger des états confomationnels 
particuliers et également de définir et d'étudier de nouvelles interfaces. 
 
 La mise en œuvre efficace de l'expansion du code génétique et l'utilisation d'un UAA 
photo-réactif a permis de photo-inactiver partiellement un rNMDA. Cette photo-inhibition 
dépend de l'état conformationnel dans lequel se trouve le récepteur lorsqu'on expose les 
ovocytes à un rayonnement UV prolongé. On ne l'observe en effet qu'en présence de zinc, un 
modulateur allostérique négatif des rNMDAs, dont les récepteurs GluN1/GluN2A possèdent 
un site de très haute affinité, et qui font entrer ces récepteurs dans un état semblable (d’un 
point de vue structurale) à celui des rAMPAs et rKAs lors de la désensibilisation rapide 
(Gielen et al., 2008). Cette photo-inactivation est irréversible ce qui confirme le caractère 
covalent de l'interaction entre l'AzF photo-réactif et un résidu voisin. Par une approche 
biochimique, nous avons montré que ce photo-pontage spécifique impliquait à la fois la sous-
unité GluN2A et la sous-unité GluN1. Notre approche électrophysiologique menée sur 
ovocytes de Xénope a montré que ce photo-pontage inter-sous-unités induisait à la fois une 
baisse de la probabilité d'ouverture du rNMDA et une augmentation de l'affinité du rNMDA 
pour le glutamate, deux propriétés caractéristiques des états désensibilisés. Nous sommes 
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donc parvenus à piéger le récepteur dans l'état de "type-désensibilisé" dans lequel il se 
trouvait lors du traitement UV en présence de zinc.  
 
 En se basant sur notre modèle par homologie du dimère d'ABDs GluN1/GluN2A dans 
la conformation "état désensibilisé" des rAMPAs, les différents résultats de cette étude 
suggèrent que le photo-pontage du rNMDA en présence de zinc intervient entre les lobes 
inférieurs des ABDs de GluN1 et GluN2A, notamment entre les hélices K de GluN1 et F et G 
de GluN2A. Cela signifie que, lors de l'inhibition par le zinc des rNDMAs GluN1/GluN2A, 
les lobes inférieurs des ABDs subissent des changements conformationnels qui, d'après notre 
modèle, se traduisent par la naissance d'une nouvelle interface entre les lobes inférieurs des 
ABDs du dimère fonctionnel GluN1/GluN2A. Cette interface impliquerait des résidus de 
l'hélice K de GluN1 et de la boucle de GluN2A comprise entre les hélices F et G.  
 
 Nos résultats permettent donc de compléter le modèle proposé par Gielen et al. (2008) 
pour décrire les changements conformationnels qui accompagnent l'inhibition par le zinc des 
rNMDAs de type GluN1/GluN2A et mènent à la fermeture du canal alors que les ABDs lient 
toujours les agonistes (Fig. 2.3.15). Lorsque le zinc se lie au NTD de GluN2A, il en induit la 
fermeture, ce qui provoque un écartement des lobes inférieurs des NTDs du dimère 
"fonctionnel" GluN1/GluN2A. Ce mouvement exerce une tension sur les lobes supérieurs des 
ABDs qui se séparent. Cette rupture de l'interface entre lobes supérieurs s'accompagne donc 
de l'appartition d'une nouvelle interface entre les lobes inférieurs des ABDs qui se 
rapprochent. Ces changements conformationnels provoquent à leur tour un relâchement de la 
tension exercée par les "linkers" ABD-TMD sur les segments transmembranaires et, par 
conséquent la fermeture de la porte du canal. Notre étude apporte donc des arguments 
supplémentaires en faveur d'un état inhibé "zinc-lié" des récepteurs GluN1/GluN2A, 
structurellement proche de celui des rAMPAs désensibilisés (Armstrong et al., 2006).  
 
 Dans cette étude nous avons pu mettre à profit les avantages de l'approche par 
expansion du code génétique. Par rapport à la méthode traditionnelle de pontage disulfure 
entre des cystéines introduites dans la séquence protéique, l'utilisation d'UAA présente des 
atouts appréciables. Tout d'abord, déterminer le site d'incorporation de l'UAA dans la chaine 
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protéique est moins contraignant que la recherche des sites d'introduction de deux cystéines. 
En effet, l'AzF pouvant réagir avec divers acides-aminés présents à proximité, nous n'avons 
pas besoin de faire d'hypothèses précises sur les résidus impliqués dans les interactions Par 
ailleurs, la réversibilité des ponts disulfures, leur sensibilité aux agents oxydo-réducteurs, ou 
encore la réactivité des cystéines qui peuvent former des sites de liaison pour les métaux 
divalents, peuvent constituer des handicapes lorsqu'on veut étudier les propriétés 
fonctionnelles du récepteur ainsi modifié (Berkmen et al., 2012). Un des avantages des UAAs 
est que la liaison covalente formée par l'espèce réactive de l'UAA (par exemple le nitrène issu 
de l'irradiation de la fonction azide de l'AzF) et la chaine latérale d'un résidu voisin est 
irréversible. Enfin, le pontage impliquant un UAA photo-réactif est provoqué, par une 
exposition aux UVs, contrairement aux ponts disulfures qui se forment souvent spontanément. 
Il est donc plus facile de contrôler les interactions dans le cas des UAAs.   
 
 
 
Figure 2.3.15. Schéma-bilan des réarrangements conformationnels des interfaces entre ABDs de 
GluN1 (rose) et GluN2A (bleu) lors de l'inhibition par le zinc. On observe simultanément la rupture 
de l'interface entre lobes supérieurs et l'apparition d'une nouvelle entre lobes inférieurs (représentée 
par une étoile).  Cette interface est stabilisé par la liaison covalente formée entre l'AzF de GluN2A et 
un résidu de GluN1 après exposition aux UVs (éclair rouge). 
Chapitre 2                                                   Incorporation d'acides-aminés non-naturels dans les récepteurs NMDA 
 
277 
 
2.3.4.2. Perspectives de l'étude 
 
Les résultats obtenus dans cette étude sont très prometteurs car les différentes approches, 
électrophysiologiques et biochimiques, corroborent notre modèle du dimère d'ABDs de 
GluN1/GluN2A obtenu à partir de la structure de celui du rAMPA désensibilisé. Tout cela 
confirme donc les analogies conformationnelles entre les rAMPAs qui désensibilisent et les 
rNMDAs qui sont inhibés par le zinc. Notre objectif, à présent, est de renforcer notre 
approche biochimique afin de mettre en évidence plus nettement le photo-pontage entre les 
sous-unités GluN1 et GluN2A. En effet, les bandes de haut poids moléculaire obtenues en 
western-blots sont de très faible intensité. Nous attribuons cette quantité limitée 
d'hétérodimères détectés au faible ratio de récepteurs photo-pontés à la membrane plasmique 
par rapport aux récepteurs totaux, intracellulaires et membranaires (notons que les UVs ne 
penètrent probablement que peu à l’intérieur des ovocytes du fait des nombreux pigments 
juxtamembranaires). Afin de concentrer le nombre de récepteurs fonctionnels photo-pontés, 
nous réalisons actuellement des western-blots sur des membranes isolées et purifiées, à partir 
soit d’ovocytes de Xénope, soit de cellules HEK.  
 
 Pour caractériser de façon encore plus précise le photo-pontage impliquant l'AzF et 
donc la nouvelle interface créée entre GluN1 et GluN2A, nous avons tenté de déterminer le 
partenaire d'interaction, sur GluN1, de l'AzF697. Nous nous sommes jusqu'à présent 
concentrés sur l'hélice K de GluN1. Malheureusement, notre approche par mutagenèse dirigée 
"classique", consistant à raccourcir la chaine latérale du partenaire potentiel, pour l'empêcher 
de réagir avec l'AzF, n'a pas porté ses fruits. D'après la littérature, le nitrène obtenu par 
irradiation du groupe azide de l'AzF (Tanaka et al. 2008) réagit de façon covalente avec les 
fonctions -CH et -XH (X : hétéroatome) des chaînes latérales se trouvant à proximité (dC-N° = 
2 à 5 Å, Sato et al. 2011 ; Reddington et al., 2013). La réactivité de l'AzF est donc peu 
spécifique et on peut imaginer que l'AzF, s'il ne peut plus interagir avec son partenaire 
habituel (dont la chaine latérale aurait été raccourcie), parviendra à photo-ponter un autre 
résidu. Si cette nouvelle interaction fige le récepteur dans un état conformationnel identique, il 
est normal que la photo-inactivation des récepteurs soit toujours observable. Nous devons 
également envisager d'autres interactions entre l'AzF697 de GluN2A et un résidu de GluN1. 
D'après notre modèle, des résidus de l'hélice J de GluN1, H780 et E781, qui se trouvent à la 
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charnière entre les lobes inférieur et supérieur de l'ABD, pourraient être photo-pontés par 
l'AzF irradié Cela dépend principalement de l'orientation de l'AzF dans la structure, mais les 
distances mesurées entre GluN2A-N697 et GluN1-E781 par exemple (dCα-Cα=9.2 Å) ne sont 
pas aberrantes. Un pont salin a d'ailleurs été mis en évidence dans la structure du rAMPA-
GluA2-S729C, entre le résidu E755 (homologue à GluN1-E781) d'un protomère et le résidu 
R661 (homologue à GluN2A-N696, résidu voisin de N697) de l'autre. Cette observation 
souligne la proximité entre l'hélice J d'une sous-unité du dimère et l'hélice F de l'autre dans 
l'état désensibilisé du rAMPA.  
 
 Dans cette étude nous sommes parvenus à piéger le récepteur GluN1/GluN2A dans un 
état conformationnel particulier grâce à un photo-pontage inter-sous-unités entre les ABDs de 
GluN1 et GluN2A. Malgré les informations structurales importantes que ce travail a révélées, 
il ne fournit aucune indication sur les dynamiques réelles du récepteur au cours des processus 
d'activation, de désactivation, d'inhibition par le zinc, etc. La fluorométrie à potentiel imposé 
("Voltage-Clamp Fluorometry" ou VCF), une technique qui combine électrophysiologie, 
biologie moléculaire, chimie et fluorescence, permettrait d'y remédier (Gandhi & Olcese, 
2008 ; Horne & Fedida, 2009). Dans sa version traditionnelle, la VCF utilise des sondes 
fluorescentes qui se lient de manière covalente aux résidus cystéines introduits dans la 
protéine et qui émettent une lumière en fonction de leur environnement (Mannuzzu et al., 
1996). La mesure de cette lumière émise durant la dépolarisation de la membrane montre les 
modifications dans le taux d’émission à mesure que l’environnement du résidu marqué 
change. Cette information permet de corréler les événements d’ouverture et de fermeture du 
canal avec le mouvement de régions spécifiques de la protéine, à une résolution temporelle de 
l’ordre de la nanoseconde. Utilisée d’abord pour examiner les mouvements d’activation des 
canaux potassiques Shaker (Vaid et al. 2008), la VCF est devenue une technique très 
précieuse pour comprendre le mécanisme d’ouverture et de fermeture des canaux ioniques, 
sensibles au voltage ou aux ligands (LGICs). Néanmoins l'étude de cette technique est limitée 
à des sites accessibles, afin de pouvoir accrocher facilement les fluorophores aux cystéines. 
L'utilisation d'un UAA fluorescent tel que l'Anap, permet de remédier à ce problème 
(Kalstrup & Blunk, 2013). Dans le cas des rNMDAs, l'incorporation de l'Anap à la position 
GluN2A-N697, puis l'étude de sa fluorescence au cours de l'activation et de l'inhibition par le 
zinc du récepteur mutant, permettraient de corréler de façon précise les mouvements des 
ABDs de GluN1et GluN2A avec l'état dans lequel se trouve le récepteur.
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Au cours des deux dernières décennies, l’utilisation couplée d’analyses structurales 
(notamment par microscopie électronique et par cristallographie) et d’études fonctionnelles 
(par électrophysiologie), a permis des avancées considérables dans le domaine des récepteurs-
canaux du glutamate (iGluRs) et de l’étude des relations structure-fonction. La publication, en 
2009, de la structure d’un récepteur AMPA (rAMPA) homomérique (contenant GluA2) a 
marqué l’histoire des iGluRs, en révélant l’organisation des quatre sous-unités dans un 
récepteur tétramérique entier. Il est en effet très délicat de cristalliser une protéine 
transmembranaire, c’est pourquoi, jusqu’à présent, seules les structures de domaines isolés 
solubles (domaines de liaison des agonistes ABDs, domaines N-terminaux NTDs), 
monomériques ou oligomériques, étaient disponibles. Cette structure cristallographique 
permet de décrire, pour la première fois, les interactions entre les divers modules/domaines 
(ABDs, NTDs et domaines transmembranaires TMDs) formant les iGluRs, ce qui, sans 
structure, ne peuvent être déduites que d’études fonctionnelles. Cette structure a non 
seulement confirmé les données structurales obtenues pour les domaines isolés mais a aussi 
permis de décrire l’arrangement des sous-unités et des domaines dans l’assemblage 
tétramérique et de révéler de nouvelles interfaces.  
 
Nous avons exploité cette structure afin de déterminer l’arrangement des quatre sous-
unités d’un rNMDA GluN1/GluN2A autour du pore. En effet, s’il est admis que l’unité 
fonctionnelle des rNDMAs est l’hétérodimère, l’arrangement de deux de ces hétérodimères 
pour former un complexe tétramérique a longtemps fait débat. Par une approche combinant 
modélisation par homologie, électrophysiologie et biochimie, nous avons montré que dans un 
rNMDA entier GluN1/GluN2, l’arrangement des sous-unités est alterné (de type 
GluN1/GluN2/GluN1/GluN2) avec les sous-unités GluN1, proximales par rapport à l’axe de 
symétrie des ABDs, qui forment l’interface de tétramérisation de ces domaines. Nos résultats 
suggèrent également un rôle essentiel de cette interface dans les processus de « gating » du 
récepteur.  
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 Déterminer l’arrangement tétramérique d’un rNMDA hétéromère est d’autant plus 
important que l’asymétrie révélée par la structure du rAMPA-GluA2 implique l’existence de 
conformations distinctes des sous-unités au sein du récepteur. Ainsi, toujours en prenant le 
rAMPA comme modèle, on peut déduire de l’arrangement 1-2-1-2 d’un rNMDA, que les 
sous-unités GluN1, internes au niveau des ABDs, adoptent une conformation différente des 
sous-unités GluN2, qui sont externes. Cette non-équivalence conformationnelle des sous-
unités GluN1 et GluN2 sous-entend des contributions différentes aux mécanismes 
d’activation, de désactivation et de désensibilisation. Cette hypothèse a d’ailleurs été 
corroborée ces dernières années pas différentes études fonctionnelles (Sobolevsky et al., 
2007 ; Banke et al., 2003 ; Blanke et al., 2008 ; Kussius et al., 2009, Watanabe et al., 2002). 
En particulier, ces auteurs ont montré que, lors de l’activation, les mouvements des "linkers" 
reliant les segments transmembranaires aux ABDs différaient entre les sous-unités GluN1 et 
GluN2 et contribuaient ainsi de façon plus ou moins importante au "gating". Malgré ces 
nombreux arguments en faveur d’un arrangement alterné des ABDs d’un récepteur 
GluN1/GluN2, certains défendent encore la thèse d’une organisation 1-1-2-2 des sous-unités 
(Balasuriya et al., 2013). Dans quelle mesure est-il possible d’avoir différentes populations de 
récepteurs avec des arrangements différents ? Si cette hypothèse se vérifie, quels sont alors les 
critères déterminant la nature de la population dans une région donnée du cerveau ? Enfin, 
quel est l’intérêt d’une telle discrimination ? Telles sont les questions qu’il reste à résoudre 
pour déterminer définitivement l’arrangement des sous-unités autour du pore d’un rNDMA. 
 
Connaissant l’arrangement des ABDs autour du pore, il est tentant à présent de vouloir 
déterminer l’organisation des NTDs de GluN1 et GluN2 au niveau N-terminal. Une seule 
structure d’un tétramère de NTDs (GluN1/GluN2B) a été résolue à ce jour (Karakas et al., 
2011). L’agencement des NTDs des quatre sous-unités dans cette structure est conforme à ce 
qui est observé pour le rAMPA-GluA2. Des différences sont à noter malgré tout, notamment 
concernant l’interface de tétramérisation qui est assurée, dans le cas des rNMDAs, par les 
lobes supérieurs, et non inférieurs (rAMPAs, rKAs), des NTDs. Dans ce tétramère cristallisé, 
les sous-unités GluN2B sont proximales par rapport à l’axe de symétrie des NTDs, tandis que 
les sous-unités GluN1 sont distales. Certes, cette structure nécessite d’être confirmée par des 
études fonctionnelles. Néanmoins, elle est en parfaite adéquation avec la structure 
cristallographique du rAMPA (Sobolevsky et al., 2009 ; Farina et al., 2011). En particulier, 
l’arrangement alterné des sous-unités au niveau des ABDs et des NTDs, avec les sous-unités 
 281 
 
proximales, qui sont GluN1 au niveau des ABDs et GluN2 au niveau des NTDs, s’il est 
correct, sous-entendrait que le « domain swapping » observé dans les rAMPAs est également 
nécessaire dans les rNMDAs. Cette permutation des sous-unités formant l’hétérodimère 
fonctionnel, entre ABDs et NTDs, est une caractéristique essentielle de la rupture de symétrie 
observée chez le rAMPA. 
 
 A défaut d’avoir une structure cristallographique d’un rNMDA hétéromérique entier, 
d’autres techniques permettent d’en déduire les structures, les mouvements conformationnels, 
etc. L’une d’entre elles connaît actuellement des progrès notoires. Il s’agit de l’expansion du 
code génétique dans un organisme donné, par incorporation d’acide-aminé non-naturel (UAA) 
dans la séquence du gène codant pour la protéine d’intérêt. Cette approche "tout génétique" 
est extrêmement innovante car elle permet d’introduire dans une protéine de nouvelles 
fonctions chimiques. Elle est basée sur l’efficacité de paires orthogonales ARNt-
suppresseur/aminoacyl-ARNt-synthétase, qui permettent d’incorporer un UAA après lecture 
d’un codon stop ambre. Un des défis à l’heure actuelle est de pouvoir utiliser un très grand 
nombre d’enzymes ARNt-synthétase différentes, afin d’incorporer une plus grande variété 
d’UAAs. Encore limité il y a peu, le nombre d’UAAs pouvant être introduit dans une chaîne 
polypeptidique, par la technique "tout génétique", a considérablement augmenté ces dernières 
années (Liu & Schultz, 2010). Nous avons montré que l’expansion du code génétique était 
réalisable dans l’ovocyte de Xénope et que l’application de cette méthode aux rNMDAs 
permettait d’en étudier les relations structure-fonction. En créant des rNDMAs sensibles à la 
lumière, capables de s’inactiver en présence d’UV, nous avons ainsi démontré tout l’intérêt de 
cette nouvelle technique. En effet, beaucoup d’applications, permettant d’étudier la structure 
d’un récepteur-canal (et donc membranaire), la dynamique, les changements 
conformationnels lors de l’activation, etc, sont envisageables. Notre défi à présent est de tirer 
profit de l’incorporation d’UAAs, notamment de l’AzF, dans le rNDMA, afin de le rendre 
photosensible, mais cette fois-ci de façon réversible. L’une des idées est d’attacher à l’AzF 
une sonde infrarouge ou fluorescente par des réactions de conjugaison (Huber et al., 2013), 
comme la « click chemistry » ([3+2] cycloaddition). Une deuxième orientation est celle des 
PTLs (pour Photoisomerisable Tethered Ligands), qui seraient composés d’un analogue du 
glutamate, lié à la chaîne latérale "azobenzène" d’un UAA incorporé à la position choisie de 
notre protéine (Bose et al., 2006).  L’application de lumière de longueur d’onde donnée sur 
ces ligands PTLs les fait osciller d’une conformation cis à trans, l’une d’entre elles conduisant 
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à l’activation du récepteur. Ce  nouvel outil, qui permet d’incorporer un UAA à n’importe 
quel site d’une protéine, est un atout indéniable pour l’étude de protéines membranaires 
comme les récepteurs-canaux. Ainsi, en attendant la structure cristallographique d’un rNMDA 
entier, l’incorporation d’UAA dans une des sous-unités du récepteur, nous a permis d’étudier 
et faire des hypothèses sur les relations entre les domaines NTDs et ABDs, notamment sur les 
mécanismes conduisant à l’inhibition du récepteur après la liaison du zinc sur  le NTD de 
GluN2A, via des changements conformationnels des ABDs.  
 
 Les études des relations structure-fonction des récepteurs canaux sont essentielles afin 
de déterminer le rôle de chaque domaine, de chaque sous-unité, dans les processus 
d’activation, de désactivation, de désensibilisation et de modulation par des ligands, 
endogènes mais aussi synthétiques, à visée thérapeutique notamment. La combinaison des 
deux techniques que nous avons utilisées, étude de pontages disulfure et photo-réactivité d’un 
rNMDA via l’incorporation d’un UAA, nous permettent, en attendant la structure 
cristallographique d’un rNDMA entier, de faire la lumière sur de telles relations et 
interactions entre les différents éléments d’un récepteur. 
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Liste  des abréviations 
 
 
 
aaRS 
ABD       
ACh       
AFM     
AMPA           
ATP      
AzF 
Bpa        
CNQX         
CTD  
CTZ  
D-AP5  
DNQX  
DTNB  
DTE  
DTPA  
DTT 
EC50  
EPSC  
FRET 
GABA  
GFP  
HEK  
iGluR  
LGIC 
LIVBP  
LL  
LTD  
LTP  
mGluR  
MTS  
MTSET  
nAChR 
NBQX  
NMDA  
NTD  
PBP  
PIRK 
PKA  
PKC  
 
 
 
Aminoacyl-ARNt synthétase 
Domaine de liaison des agonistes 
Acétylcholine 
Microscopie à Force Atomique 
Acide (S)-α-amino-3-hydroxy-5-methylisoxasole-4-propionique 
Adenosine-5'-triphosphate 
p-azido-L-Phenylalanine 
p-benzoyl-L-phenylalanine 
6-cyano-7-nitroquinaloxine-2,3-dione 
Domaine C-terminal 
Cyclothiazide 
Acide D-2-amino-5-phosphonopentanoïque 
6, 7-dinitroquinoxaline-2, 3-dione 
Acide 5,5’-dithiolbis(2-nitrobenzoique) 
Dithioérythritol 
Acide diéthylènetriamine-pentaacétique 
Dithiotréitol 
Concentration produisant 50 % de l’activation maximale 
Courant post-synaptique excitateur 
Transfert d'énergie par résonnance de Föster 
Acide -aminobutyrique 
Protéine fluorescente verte 
Rein embryonnaire humain  
Récepteur ionotropique du glutamate 
Récepteur canal ou ionotropique  
Leucine/isoleucine/valine-binding protein 
Lobe supérieur 
Dépression à long terme 
Potentiation à long terme 
Récepteur métabotropique du glutamate 
 Méthane-thiosulfonate 
Méthane-thiosulfonate de 2-(triméthylammonium)éthyle 
Récepteur nicotinique à acétylcholine 
2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]quinoxaline-2,3-dione 
Acide N-méthyl-D-aspartique 
Domaine N-terminal 
Protéine bactérienne périplasmique 
Canal potassique à rectification entrante photo-activable 
Protéine kinase A 
Protéine kinase C 
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Po  
PTL 
QBP  
RE 
RCPG 
RMN 
rAMPA 
rKA 
rNMDA 
SNC  
TMD  
UAA 
UL  
VCF 
wt  
 
 
 
Probabilité  d'ouverture 
Ligand attaché photo-sensible 
Protéine de liaison de la glutamine  
Réticulum endoplasmique 
Récepteurs couplés aux protéines G 
Résonnance  Magnétique Nucléaire 
Récepteur AMPA 
Récepteur Kainate 
Récepteur NMDA 
Système nerveux central 
Domaine transmembranaire 
Acide-aminé non naturel 
Lobe supérieur 
Fluorométrie à potentiel imposé  
Wild-type (de type sauvage) 
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